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RESUMO

MENDES, Roberta Santiago, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2020. Avaliagcao do Potencial Antibacteriano e Antioxidante de Extratos
Vegetais de Plantas Nativas da Mata Atlantica e de Graos de Café.
Orientadora. Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Dois grandes desafios da atualidade sdo o crescente aumento da resisténcia
de patogenos aos antibidticos usados na clinica médica e a geragdo de
residuos e subprodutos de baixo valor durante os processos agroindustriais. A
obtencdo de compostos e ingredientes a partir desses subprodutos € uma
forma interessante de valorizacdo do material vegetal. As plantas produzem
inumeros compostos a partir de seu metabolismo secundario os quais
apresentam diferentes atividades bioldgicas de interesse biotecnoldgico. Este
trabalho teve por objetivo avaliar a atividade biolégica de extratos preparados a
partir de plantas da Mata Atlantica e graos de café verde, cereja e boia visando
futura identificagdo de compostos de interesse das industrias farmacéutica e
alimenticia. Inicialmente, avaliou-se a atividade antibacteriana de 179 extratos
preparados de 45 espécies da Mata Atlantica sobre Staphylococcus aureus
ATCC 29213. Extratos aquosos de seis espécies apresentaram forte inibigao
com concentragao inibitéria minima (CIM) até 0,5 mg/mL. Cinco extratos
macerados em diclorometano e metanol (1:1) também mostraram forte inibigéo
da atividade antibacteriana, com destaque para aqueles preparados a partir de
caules de Casearia ulmifolia, Rheedia gardneriana e Trichilia catigua que
apresentaram CIM de 0,093 mg/mL, 0,07 mg/mL e 0,093 mg/mL,
respectivamente. As atividades antibacteriana, antioxidante e antibiofiime de
extratos de cafés boia, cereja e verde preparados em diferentes solventes
também foi avaliada. Nao foram observadas atividades antibacteriana e
antibiofiime nas condicbes testadas. Nenhuma atividade antioxidante foi
identificada nas fragdes hexanicas, porém, observou-se nos cafés bdia e verde,
atividade antioxidante das fragbes etandlica e acetato de etila que foram
equivalentes a rutina e hidroxitolueno butilado (BHT), controles positivos dos
ensaios. A determinacao de fendlicos totais nas amostras de cafés badia, cereja
e verde foi realizada pelo teste de Folin—Ciocalteu. Os extratos etandlicos

apresentaram as maiores quantidades de equivalente de acido galico em mg



por grama de extrato (GAE g/L), sendo a amostra de café verde preparada em
etanol a de maior conteudo de compostos fendlicos (109,6 + 2,2 GAE g/L). Em
resumo, este trabalho comprovou a atividade biologica de extratos de Casearia
ulmifolia, Rheedia gardneriana, Trichilia catigua e graos de café verde e bdia
que devem ser fracionados para a identificacdo de compostos de interesse

biotecnoldgico.

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus. Mata Atlantica. Grdos de Café.

Atividade Biologica.



ABSTRACT

MENDES, Roberta Santiago, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2020. Antibacterial and Antioxidant Potential of Extracts from Native
Plants of the Atlantic Forest and Coffee Beans. Advisor. Andréa de Oliveira
Barros Ribon.

Two major challenges today are the increasing resistance of pathogens to
antibiotics and the generation of low-value and byproducts during the agro-
industrial processes. To obtain compounds and ingredients from these
byproducts is an interesting way of valuing the plant material. Plants produce
thousands of compounds from their secondary metabolism which present
different biological activities of biotechnological interest. This work aimed to
evaluate the biological activity of extracts prepared from Atlantic Forest plants,
and green, cherry, and buoy coffee beans to further identify compounds that are
of interest to the pharmaceutical and food industries. Initially, the antibacterial
activity of 179 extracts prepared out of 49 plant species was evaluated against
Staphylococcus aureus ATCC 29213. Aqueous extracts from eight species
showed strong inhibition with a minimal inhibitory concentration (MIC) under 0.5
mg/mL. Seven extracts macerated in dichloromethane and methanol (1:1) also
showed strong activity, especially those prepared from stems of Casearia
ulmifolia, Rheedia gardneriana, and Trichilia catigua that had MIC of 0.093
mg/mL, 0.07 mg/mL, and 0.093 mg/mL, respectively. The antibacterial,
antioxidant, and antibiofilm activities of extracts from buoy, cherry, and green
coffee beans prepared in different solvents were also evaluated. Antibacterial
and antibiofilm activities were not observed in the tested conditions. No
antioxidant activity was observed in the hexane fraction; however, antioxidant
activity was observed in the ethanolic and ethyl acetate fractions of buoy and
green coffee beans which were equivalent to the rutin and butylated
hydroxytoluene (BHT), positive controls used in the assays. The determination
of total phenolics in the samples of buoy, cherry, and green coffee was
determined by the Folin—Ciocalteu test. The ethanolic extracts showed higher
gallic acid equivalent amounts per gram of extract (GAE g/L), while the green
coffee sample prepared in ethanol showed the highest content of phenolic
compounds (109,6 + 2,2 GAE g/L). In summary, this work proved the biological



activity of extracts from Casearia ulmifolia, Rheedia gardneriana, Trichilia
catigua, and also green and buoy coffee beans that must be fractionated for the

identification of compounds of biotechnological interest.

Keywords: Staphylococcus aureus. Atlantic Forest. Coffee Beans. Biological

Activity.
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RESUMO

As plantas produzem uma variedade de compostos que apresentam atividade
bioldgica de interesse biotecnoldgico. O avango nas pesquisas tem mostrado
que esses bioativos podem gerar novos medicamentos que combatem a
resisténcia antimicrobiana, além de afetar a viruléncia bacteriana ou
potencializar a atividade de antibidticos ja conhecidos. Neste trabalho, espécies
vegetais nativas da Mata Atlantica foram prospectadas quanto a producao de
compostos com atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus ATCC
29213. A concentragao inibitéria minima (CIM) de 179 extratos pertencentes a
extratoteca BIOPROS foi determinada. Oito extratos aquosos tiveram uma
forte inibicdo sobre a bactéria a saber, aqueles preparados a partir de folhas e
caule de Casearia ulmifolia (0,375 mg/mL e 0,187 mg/mL), folhas de Eugenia
leptoclada (0,375 mg/mL), folhas de Niltowenea contorta (0,375 mg/ml), folhas
de Phyllostemonodaplene geminiflora (0,375 mg/mL), folhas de Psichotria
carthagenemis (0,375 mg/mL) e folhas e caule de Rheedia gardneriana (0,187
mg/mL). Em relacao aos extratos preparados em diclorometano e metanol, seis
apresentaram forte inibicdo, sendo eles os preparados de caule de Allophylus
edulis (0,375 mg/mL) ,caule e folhas de Casearia ulmifolia (0,093 e 0,187
mg/mL, respectivamente) e folhas de Eugenia leptoclada (0,375 mg/mL), caule
e folhas de Rheedia gardneriana (0,093 e 0,187 mg/mL) e Trichilia catigua
(0,093 mg/mL). Com base nos resultados obtidos, pode-se dizer que os
extratos orgénicos produzidos de folhas e caule de Casearia ulmifolia
(casearia), folhas e caule de Rheedia gardneriana (bacupari, bacoparé e
bacupari miudo) e caule de Trichilia catigua (catuaba) foram os mais ativos e

devem ser explorados para a obtengao de compostos antimicrobianos.
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1. INTRODUGAO

Desde a descoberta da penicilina, os antimicrobianos vém contribuindo
para o combate a doencgas infecciosas que até entdo levavam milhares de
pessoas a Obito. A sua utilizagado, contudo, exige atencao para evitar os efeitos
adversos de um uso inadequado, como a resisténcia bacteriana, considerada
um dos maiores desafios da saude publica mundial (Awan et al., 2016). Fatores
como o uso inapropriado de antimicrobianos na saude humana, emprego como
promotores de crescimento animal, além de programas inadequados de
prevencdo e controle de infecgdes, contribuem para a transmissdo da
resisténcia entre os microrganismos e a exposigao da populagcdo a bactérias
resistentes (Jawetz et al., 1991; Mota et al., 2005).

A resisténcia antimicrobiana vem sendo monitorada por varias
organizagcbes mundiais como Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
Organizagao das Nagbes Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura (FAO) e
Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE), visando a prevengéo e controle
do seu avango por meio de planos estratégicos para combater o uso
inadequado de medicamentos. A OMS e o Centro de Controle de Doencas
americano (CDC) elaboraram algumas acgdes para enfrentar a crise da
resisténcia antimicrobiana, entre elas i) a prevengdo de doengas por meio do
uso de controle de vetores, vacinagcdo, educacao publica e clinica e ii) o
desenvolvimento de tratamentos mais eficientes e iii) a criacdo de sistemas de
vigilancia para monitoramento da resisténcia a nivel global (Ventola, 2015;
Perez, 2017).

A prescricdo inadequada dos antibidticos € uma causa crucial da
resisténcia antimicrobiana (Golkar et al., 2014). Pesquisas mostram que a
escolha do farmaco e a duracédo do tratamento sao incorretas em 30% a 50%
dos casos mundiais (Luyt et al., 2014). Um estudo mostrou que em apenas
7,6% dos mais de 17 mil pacientes hospitalizados com pneumonia adquirida
em comunidade (PAC) houve a identificagdo do agente etiolégico (Bartlett et
al., 2013). Observou-se também, que 30% a 60% dos antibidticos prescritos
nas unidades de terapia intensiva (UTI) foram considerados desnecessarios ou

inadequados, o que além de contribuir para o desenvolvimento de resisténcia,
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aumenta os custos hospitalares e os riscos de reagdes adversas a
medicamentos (Ventola, 2015).

Os antimicrobianos também s&o wusados como promotores de
crescimento, com o intuito de manter a saude animal por meio da prevencao de
infeccbes e aumento da produtividade (Michael et al., 2014; Brown et al., 2017).
Pesquisadores observaram ha mais de 35 anos a transferéncia de bactérias
resistentes para seres humanos mediante produtos de carne bovina (Bartlett et
al., 2013). Antibidticos também s&o importantes poluentes de aguas
subterrdneas uma vez que até 90% do total administrado a animais sao
eliminados na urina e fezes (Ventola, 2015). Dadas a essas preocupacoes, a
Unido Européia proibiu em 2006 o uso de antibiéticos em ragcdes para animais.
Recentemente, Tang et al., (2017) mostraram que intervengdes que restringem
0 uso de antibidticos em suinos reduzem a resisténcia nesses animais e em
humanos que tém contato direto com eles. Esses achados reforcam a alegacao
de que a remocgdo da pressdo seletiva reduzirda a propagacao de bactérias
resistentes de animais para humanos e reduzira a prevaléncia de resisténcia a
antibidticos.

A descoberta de novas moléculas com propriedades antimicrobianas
avanga mais lentamente em relacdo a resisténcia antimicrobiana. Durante
quase trés décadas houve um intervalo na descoberta de antibacterianos
devido a impedimentos politicos e técnicos, como conflitos entre a dindmica da
industria e da pesquisa e a maior protecdao por parte dos paises em
desenvolvimento de seus recursos naturais (Kingston, 2011). Do ponto de vista
técnico, existe uma relagao entre novas tecnologias voltadas para a descoberta
de novos farmacos e as limitagdes da pesquisa a partir de produtos naturais.

A industria apostou principalmente na quimica combinatoéria associada a
triagem aleatdria de alta velocidade (High Throughput Screening — HTS)
(Yunes e Cechinel, 2001). A quimica combinatéria baseia-se no conjunto de
métodos de sintese quimica que possibilita a preparacdo de centenas de
milhares de compostos diferentes em um Unico processo a partir de moléculas
simples (Amaral et al.,, 2003). As bibliotecas de substancias sintetizadas em
laboratério sédo testadas nos equipamentos HTS. Os extratos vegetais e outras
fracdes da biodiversidade compdem essas bibliotecas. No entanto, por serem

misturas complexas, cujas diversas substancias ativas podem apresentar baixa
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concentragao, os extratos vegetais mostraram-se pouco aderentes a técnica de
HTS.

Outros problemas que dificultam o desenvolvimento de novos farmacos
sdo a possivel presengca de substédncias com atividade farmacoldgica ja
conhecida, portanto, ndo podera ser protegida por patentes; o isolamento
individual das substancias de cada extrato antes de se realizar a triagem; a
baixa disponibilidade de matérias-primas, principalmente nas etapas iniciais
(pode ser necessaria uma grande quantidade de gramas para o
desenvolvimento pré-clinico e clinico); o isolamento de compostos presentes
em baixa concentracdo e os eventuais efeitos de sinergia entre as diferentes
substancias presentes em um extrato (Kingston, 2011; Harvey et al., 2015).
Outro fator a se considerar € que o desenvolvimento de novos antimicrobianos
nao é tao lucrativo para a industria farmacéutica quanto os medicamentos
utilizados para tratar doengas crénicas, uma vez que os antibidticos sao
curativos e usados durante um periodo curto, enquanto os outros tém uma
prescricdo continua e prolongada (Ventola, 2015). O Office of Health
Economics de Londres mostrou que, com base no custo de desenvolvimento e
retorno esperado, o valor liquido atual de novos antibidticos € US $ 50 milhdes
em comparagdo com US $ 1 bilhdo para um medicamento neuromuscular. Isso
mostra que os medicamentos de uso continuo sdo mais rentaveis para as
industrias farmacéuticas (Ventola, 2015).

A regulamentagdo de novos antibidticos também €& um entrave para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos. De 1983 a 2007 houve uma grande
reducdo em novas aprovagdes devido a burocracia com o licenciamento e a
regularizagdo, a auséncia de clareza da estrutura regulamentar, as diferengas
nos requisitos de ensaios clinicos entre paises, as mudangas nas regras
regulatérias e de licenciamento e aos caminhos ineficazes para dialogo entre
organizagdes que licenciam e regulam antibi6ticos e aqueles que os produzem
(Piddock, 2012).

O potencial dos recursos naturais como protétipos para o
desenvolvimento de novas drogas € reconhecido mundialmente. As plantas
produzem mais de 100.000 moléculas, muitas das quais apresentam atividade
bioldgica (Zhou et al., 2018). O avango nas pesquisas tem mostrado que esses

bioativos podem gerar novos medicamentos para combater a resisténcia
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antimicrobiana, atenuar a viruléncia bacteriana, e potencializar a atividade de
antibidticos ja conhecidos (Gonzalez et al., 2009; Mitchell et al., 2012).

Muitos estudos vém sendo realizados com espécies vegetais de biomas
brasileiros a fim de se avaliar o seu potencial antibacteriano. Camargo (2014)
testou mais de 1790 extratos vegetais de espécies da Floresta Amazénica
contra Escherichia coli e obteve oito extratos ativos de plantas das espécies
Microplumeria anomala e Cylindrosperma anomalum, pertencentes a familia
Apocynaceae, com potencial para ser usado como antibiéticos de uso
veterinario. Brighenti e colaboradores (2014) estudaram 60 extratos de 10
especies vegetais do Pantanal brasileiro comprovando a acdo de 47 extratos
contra bactérias de diferentes espécies, entre elas Actynomyces naeslundi
ATCC 19039 e Streptococcus sp. Outro estudo obteve resultados muito
promissores a partir de 23 extratos aquosos de espécies do bioma Caatinga
contra dois importantes patégenos formadores de biofilme, Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa (Silva et al., 2015).

Pode se avaliar também se a atividade bioldgica ocorre pela sinergia
entre os compostos presentes no extrato ou se € atribuida a um udnico
composto quimico. A piperina (Figura 1), um alcaldide do tipo piperidina isolado
de Piper nigrum e P. longum, ao ser administrada com ciprofloxacina inibiu o
crescimento de S. aureus ATCC 29213 e promoveu uma reducgao na CIM de
0,25 pg/mL para 0,12 ug/mL (Khan et al., 2006). Quando 50 pg/mL de piperina
foram associados ao antibiético, a CIM foi reduzida para 0,06 ug/mL. Baicaleina
(Figura 2) é uma flavona isolada de raizes de Thymus vulgaris, Scutellaria
baicalensis e S. lateriflora que restaurou notavelmente a eficacia de antibidticos
B-lactdmicos, tetraciclina e ciprofloxacina contra S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) (Lechner et al., 2008; Lu et al., 2011).

Compostos fendlicos obtidos de extratos produzidos de diferentes partes
de Scutellaria litwinowii foram testados contra cepas-referéncias de
Staphylococcus aureus (ATCC 29737), Bacillus cereus (ATCC 10876),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 8739) e
Candida albicans (ATCC 10231). Os resultados da atividade antimicrobiana
mostraram que a menor CIM (6,25 mg/mL) foi obtida para o extrato de metanol
de partes aéreas da planta contra a cepa S. aureus. Verificou-se também que

estes extratos de diferentes partes de S. litwinowii possuiram propriedades
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antioxidantes. No ensaio de eliminagao de radicais livres, realizado com DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila), o extrato de metanol foi mais eficaz que os extratos
preparados com acetato de etila e diclorometano. A concentragdo necessaria
para reduzir em 50% a concentragéo inicial de DPPH (IC s0) foi 3,03, 4,69 e
16,73 mg/mL, para os extratos de metanol, acetato de etila e diclorometano,
respectivamente (Bazzaz et al., 2011).

As cumarinas aegelinol (Figura 3) e agassilina (Figura 4) extraidas das
raizes de Ferulago campestres apresentaram atividade antimicrobiana contra
as cepas Salmonella typhii ATCC 19430, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Enterobacter cloacae ATCC 10699 e S. aureus ATCC 13709 (Gyawali,
2014; Moloney, 2016). Esses compostos também mostraram atividade
antimicrobiana contra Helicobacter pylori (cepa CCUG - Culture Collection
Universtity of Goéteborg) de maneira dose-dependente quando testadas entre 5
e 25 uyg/mL (Basile, 2009). Outro estudo comprovou a atividade antioxidante
aegelinol e agassilina (Khameneh, 2019).

Extratos vegetais também podem possuir atividade contra biofiimes
bacterianos, comunidades ligadas as superficies bidticas ou abidticas,
rodeadas por uma espessa camada de substancias poliméricas extracelulares
constituidas de carboidratos, proteinas, lipidios, acidos nucléicos e varios
heteropolimeros (Manner et al., 2013). A presencga dessas substancias forma
uma defesa para as células, protegendo-as do ataque de compostos quimicos
ou do estresse ambiental (Penesyan et al.,, 2015). Demonstrou-se que as
bactérias que vivem em biofilmes sdo até 1000 vezes mais resistentes do que
as células planctonicas (Penesyan et al., 2015).

Compostos antibiofilme atuam impedindo a sua formacao ou causando a
sua dispersao. Um estudo realizado com 23 extratos de 14 espécies vegetais
comprovou que 10 extratos inibiram em 50% a formacgado de biofilme contra
Staphylococcus epidermidis (Silva et al., 2015). Para Pseudomonas aeroginosa
os extratos inibiram o crescimento bacteriano, o que diminuiu o biofilme. Um
estudo realizado com nove espécies de Eugenia e Syzygium (Myrtaceae) da
Africa do Sul mostrou que extratos de Eugenia natalitia, Eugenia zeyheri
e Syzygium masukuense foram capazes de inibir em mais de 50% a formacéao
de biofilme de Escherichia coli apés 24h embora nenhum extrato vegetal tenha

sido capaz de destruir o biofilme de P. aeruginosa (Famuyide et al., 2019).
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Blando et al, (2019) investigaram a atividade antimicrobiana e
antibiofilme de caules maduros e imaturos do cactus Opuntia ficus-indica sobre
S. aureus ATCC 25923. A CIM dos caules maduros e imaturos foi de 1500
pg/mL e 1000 pg/mL, respectivamente. Nos ensaios para avaliar a atividade
antibiofilme, os resultados mostraram que os 1000 pg/mL de extratos

preparados de caules imaturos o inibiram em 80% a formacao de biofiime.
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Figura 1. Estrutura quimica da piperina. Figura 2. Estrutura quimica da baicaleina.
Fonte. Pissinate, 2006. Fonte. De Carvalho, 2006.

=~ D’r‘m N
HO
O
(@ o "0
Figura 3. Estrutura quimica da agasilina. Figura 4. Estrutura quimica da aegelinol.
Fonte. Basile et al., 2009. Fonte. Rosselli et al., 2009.
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de

plantas da Mata Atlantica sobre Staphylococcus aureus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismos e condi¢coes de cultivo

Para avaliagdo da atividade antibacteriana foi utilizada a cepa-referéncia
S. aureus ATCC 29213, que foi rotineiramente mantida em placas contendo
Luria-Bertani (LB) solido. Para a determinagdo da CIM, os ensaios foram
realizados em meio Mdueller-Hinton (MH). Os estoques bacterianos foram

mantidos em meio LB contendo 20% de glicerol, a -20°C.

3.2. Extratos vegetais

Os extratos vegetais avaliados pertencem a biblioteca de extratos
BIOPROS e sdo oriundos do material coletado na Mata da Silvicultura, que
pertence ao municipio de Vigosa, Minas Gerais. As exsicatas das 45 espécies
arboreas nativas da Mata da Silvicultura foram depositadas no herbario VIC da
Universidade Federal de Vigosa e no Herbario da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG). Os caules e folhas do material
vegetal foram secos e pulverizados para o preparo de uma extratoteca
(Almeida, 2015), com todos os extratos na concentracdao de 50 mg/mL em
dimetilsulféxido (DMSO; Vetec®). Foram preparados extratos aquosos e
organicos (diclorometano e metanol, 1:1), sendo os preparados a partir de
folnas denominados “F”, e aqueles preparados a partir de caule, “C”. Os
extratos brutos foram denominados como “ER” e identificados por uma

numeragao.



20

3.3. Determinacao da CIM

A CIM foi realizada em microplacas de poliestireno de 96 pocos (Kasvi)
preenchidas com caldo MH, extrato vegetal em concentragdo variando de 6
mg/mL a 0,1 mg/mL e 108 UFC/mL da suspensdo bacteriana. Os controles
consistiram de: i) caldo MH acrescido de DMSO e do indculo, ii) caldo MH, iii)
caldo MH inoculado com a suspenséo bacteriana, e iv) caldo MH acrescido de
5 mg/mL de ciprofloxacina e suspensado bacteriana. As microplacas foram
incubadas a 37 °C por 24h. Em seguida, 5 yL de uma solugcéo de 2 mg/mL p-
iodo-nitrotetrazolium violeta (INT, Sigma®) ou 20 yL de uma solugdo a 0,5
mg/mL de resazurina (Sigma®) foram adicionados a cada pogo. Depois de 2h
de incubacgao, a CIM foi definida como a menor concentragdo do extrato em
que visualmente nao se observou a formacgao da cor purpura (2 mg/ML p-iodo-
nitrotetrazolium violeta) ou da cor azul (resazurina), indicativo de viabilidade

celular. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antibacteriana de 179 extratos vegetais foi avaliada sobre
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (Tabela 1). A classificagdo adotada por
Aligianis e colaboradores (2001) considera como inibicdo forte, extratos que
tenham valor de CIM até 0,5 mg/mL, inibicdo moderada, um valor entre 0,6 e
1,5 mg/mL, e inibigdo fraca um valor de CIM acima de 1,6 mg/mL. Segundo
Lamounier et al. (2012), extratos brutos de produtos naturais com CIM abaixo
de 1 mg/mL sado considerados relevantes e extratos com CIM inferior a 0,1
mg/mL sao considerados promissores com grande potencial para agente
antimicrobiano. Considerando a classificagdo de Aligianis, pode-se observar
que oito extratos aquosos tiveram uma forte inibicdo sobre Staphylococcus
aureus ATCC 29213 como, os preparados a partir de folhas e caule de
Casearia ulmifolia (0,187 mg/mL e 0,375 mg/mL), folhas de Eugenia leptoclada
(0,375mg/mL), folhas de Niltowenea contorta (0,375 mg/ml), folhas de
Phyllostemonodaplene geminiflora (0,375 mg/mL), folhas de Psichotria
carthagenemis (0,375 mg/mL) e folhas e caule de Rheedia gardneriana (0,093
e 0,187 mg/mL).

Analisando os extratos preparados em diclorometano e metanol, cinco
extratos apresentaram forte inibicdo, sendo eles os preparados de caule de
Allophylus edulis, caule e folhas de Casearia ulmifolia, folhas de Eugenia
leptoclada, Rheedia gardneriana e Trichilia catigua. Com base nos resultados
obtidos, pode-se dizer que os extratos mais ativos foram os de C. ulmifolia
(casearia), R. gardneriana (bacupari, bacoparé e bacupari miudo) e T. catigua
(catuaba). Novas diluicbes foram realizadas para a determinagcdo do CIM
desses trés extratos (Tabela 2). Nao houve diferengcas em relagao aos valores
para os extratos de C. ulmifolia e T. catigua, porém o extrato preparado a partir
de caule de R. gardneriana passou de 0,0093 mg/mL para 0,007 mg/mL.
Ressalta-se que segundo Lamounier et al. (2012), esses extratos possuem
grande potencial para serem usados como agente antimicrobiano. As fotos das

trés espécies vegetais estao apresentadas na Figura 5.



Figura 5. Figura ilustrativa das espécies Casearia ulmifolia, Rheedia

gardneriana e Trichilia catigua, respectivamente.

Fonte:https://plantidtools.fieldmuseum.org/pt/nlp/catalogue/3835318;
http://ulbra-to.br/cantao/2012/06/25/Rheedia-gardneriana;
https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/339244.

Tabela 1. Atividade de extratos pertencentes ao acervo BIOPROS sobre
Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Classificagao CIM
L Extrato Familia Espécie
de Inibicdo (mg/mL)
EB 1 C (DCM:MeOH) Sapinadaceae Allophylus edulis 0,375
EB 5 C (DCM:MeOH) Salicaceae Caseatria ulmifolia 0,093
EB 5 F (DCM:MeOH) Salicaceae Casearia ulmifolia 0,187
EB 5 F (MeOH) Salicaceae Caseatria ulmifolia 0,187
Forte
EB 5 F (MeOH) Salicaceae Casearia ulmifolia 0,375
Inibicdo
(CIM até 0,5 EB 6 F (DCM:MeOH) Myrtaceae Eugenia leptoclada 0,375
mg/MmL) EB 6 F (MeOH) Myrtaceae Eugenia leptoclada 0,375
EB 22 F (MeOH) Fabaceae Niltowenea contorta 0,375
Phyllostemonodaplene
EB 28 F (MeOH) Fabaceae 0,375
geminiflora

EB 32 F (MeOH) Rubiaceae Psichotria carthagenemis 0,375
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EB 34 C (DCM:MeOH) Primulaceae Rheedia gardneriana 0,093
EB 34 F (DCM:MeOH) Primulaceae Rheedia gardneriana 0,187
EB 34 C (MeOH) Primulaceae Rheedia gardneriana 0,187
EB 34 F (MeOH) Primulaceae Rheedia gardneriana 0,187
EB 43 C (DCM:MeOH) Meliaceae Trichilia catigua 0,093
EB 1 F (DCM:MeOH) Sapinadaceae Allophylus edulis 0,75
EB 1 C (MeOH) Sapinadaceae Allophylus edulis 1,5
EB 1 F (MeOH) Sapinadaceae Allophylus edulis 1,5
EB 2 C (DCM:MeOH) Rubiaceae Amaiowa guianensis 1,5
EB 8 C (DCM:MeOH) Olacaceae Heisteria silvianii 1,5
EB 8 F (DCM:MeOH) Olacaceae Heisteria silvianii 1,5
EB 8 F (MeOH) Olacaceae Heisteria silvianii 0,75
EB 12 F (DCM:MeOH) Fabaceae Inga alba 1,5
EB 14 C (DCM:MeOH) Bignoniaceae Jacaranda macranta 1,5
EB 14 F (DCM:MeOH) Bignoniaceae Jacaranda macranta 1,5
Inibicdo EB 14 C (MeOH) Bignoniaceae Jacaranda macranta 1,5
Moderada EB 14 F (MeOH) Bignoniaceae Jacaranda macranta 1,5
(CIM de 0,6 EB 16 C (DCM:MeOH) Euphrobiaceae Mabea fistulifera 1,5
até 1.5 EB 16 C (MeOH) Euphrobiaceae Mabea fistulifera 1,5
mg/mL)
EB 18 C (DCM:MeOH) Celastaceae Maytenus robustsa 0,75
EB 18 C (MeOH) Celastaceae Maytenus robustsa 0,75
EB 19 C (DCM:MeOH) Myrtaceae Myrcia formosiana 1,5
EB 19 F (DCM:MeOH) Myrtaceae Myrcia formosiana 0,75
EB 19 C (MeOH) Myrtaceae Myrcia formosiana 0,75
EB 19 F (MeOH) Myrtaceae Myrcia formosiana 0,75
EB 20 F (DCM:MeOH) Lauraceae Nectandra lanceolata 1,5
EB 20 F (MeOH) Lauraceae Nectandra lanceolata 1,5
EB 22 F (DCM:MeOH) Fabaceae Niltowenea contorta 0,75
EB 22 C (MeOH) Fabaceae Niltowenea contorta 1,5
EB 24 F (DCM:MeOH) Lauraceae Ocotea odorifera 1,5
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EB 26 F (DCM:MeOH) Rubiaceae Palicourea guianensis 1,5
EB 27 C (DCM:MeOH) Lauraceae Persea pyrifolia 1,5
EB 27 F (DCM:MeOH) Lauraceae Persea pyrifolia 0,75
EB 27 C (MeOH) Lauraceae Persea pyrifolia 0,75
EB 27 F (MeOH) Lauraceae Persea pyrifolia 1,5
Phyllostemonodaplene
EB 28 C (DCM:MeOH) Lauraceae o 1,5
geminiflora
Phyllostemonodaplene
EB 28 F (DCM:MeOH) Lauraceae N 1,5
geminiflora
Phyllostemonodaplene
EB 28 C (MeOH) Lauraceae . 1,5
geminiflora
EB 30 F (DCM:MeOH) Rosaceae Prunus sellowwi 1,5
Pseudopiptadenia
EB 31 C (DCM:MeOH) Fabaceae 1,5
contorta
Pseudopiptadenia
EB 31 F (DCM:MeOH) Fabaceae 0,75
contorta
Pseudopiptadenia
EB 31 C (MeOH) Fabaceae 0,75
contorta
Pseudopiptadenia
EB 31 F (MeOH) Fabaceae 1,5
contorta
EB 32 C (DCM:MeOH) Rubiaceae Psichotria carthagenemis 1,5
EB 32 F (DCM:MeOH) Rubiaceae Psichotria carthagenemis 1,5
EB 32 C (MeOH) Rubiaceae Psichotria carthagenemis 1,5
EB 33 C (DCM:MeOH) Primulaceae Rhapanea umbellata 0,75
EB 33 F (DCM:MeOH) Primulaceae Rhapanea umbellata 0,75
EB 33 C (MeOH) Primulaceae Rhapanea umbellata 1,5
EB 33 F (MeOH) Primulaceae Rhapanea umbellata 0,75
EB 38 C (DCM:MeOH) Elaeocarpaceae Slonea monosperma 1,5
EB 40 F (DCM:MeOH) Clusiaceae Tovomita glazioviana 1,5
EB 40 C (MeOH) Clusiaceae Tovomita glazioviana 0,75
EB 41 C (DCM:MeOH) Clusiaceae Tovomitopsis saldanhae 0,75
EB 41 F (DCM:MeOH) Clusiaceae Tovomitopsis saldanhae 0,75
EB 41 C (MeOH) Clusiaceae Tovomitopsis saldanhae 0,75
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EB 42 C (DCM:MeQOH) Burseraceae Trattinnickia ferruginea 1,5
EB 45 F (DCM:MeOH) Bignoniaceae Zeyheria tuberculosa 1,5
EB 2 F(DCM:MeOH) Rubiaceae Amaiowa guianensis 3,0
EB 2 C (MeOH) Rubiaceae Amaiowa guianensis 3,0
EB 2 F (MeOH) Rubiaceae Amaiowa guianensis 3,0
EB 3 C(DCM:MeOH) Achariaceae Carpatroche 3,0
brasiliensis
EB 3 F (DCM:MeOH) Achariaceae Carpatroche brasiliensis 3,0
EB 3 C (MeOH) Achariaceae Carpatroche brasiliensis 3,0
EB 3 F (MeOH) Achariaceae Carpatroche brasiliensis 3,0
EB 4 C(DCM:MeOH) Salicaceae Casearea arboérea 3,0
EB 4 F(DCM:MeOH) Salicaceae Casearea arbérea 3,0
EB 4 C (MeOH) Salicaceae Casearea arbdrea 3,0
EB 4 F (MeOH) Salicaceae Casearea arboérea 3,0
Fraca EB 6 C(DCM:MeOH) Myrtaceae Eugenia leptoclada 3,0
Inibicao EB 6 C (MeOH) Myrtaceae Eugenia leptoclada 3,0
(CIM EB 7 C (DCM:MeOH) Annonaceae Gualteria vilosissima 3,0
acima de
16 EB 7 F (DCM:MeOH) Annonaceae Gualteria vilosissima 3,0
mg/mL) EB 7 C (MeOH) Annonaceae Gualteria vilosissima 3,0
EB 7 F (MeOH) Annonaceae Gualteria vilosissima 3,0
EB 8 C (MeOH) Olacaceae Heisteria silvianii 3,0
EB 9 C(DCM:MeOH) Rubiaceae Hillia tubiflora 3,0
EB 9 F(DCM:MeOH) Rubiaceae Hillia tubiflora 3,0
EB 9 C (MeOH) Rubiaceae Hillia tubiflora 3,0
EB 9 F (MeOH) Rubiaceae Hillia tubiflora 3,0
EB 10 C (DCM:MeOH) Rutaceae Hortia arbérea 3,0
EB 10 F (DCM:MeOH) Rutaceae Hortia arbérea 3,0
EB 10 C (MeOH) Rutaceae Hortia arbérea 3,0
EB 10 F (MeOH) Rutaceae Hortia arboérea 3,0
EB 11 C (DCM:MeOH) Aquifoliaceae llex cerasifolia 3,0
EB 11 F (DCM:MeOH) Aquifoliaceae llex cerasifolia 3,0
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EB 11 C (MeOH) Aquifoliaceae llex cerasifolia 3,0
EB 11 F (MeOH) Aquifoliaceae llex cerasifolia 3,0
EB 12 C (DCM:MeOH) Fabaceae Inga alba 3,0
EB 12 C (MeOH) Fabaceae Inga alba 3,0
EB 12 F (MeOH) Fabaceae Inga alba 3,0
EB 13 C (DCM:MeOH) Fabaceae Inga fagifolia 3,0
EB 13 F (DCM:MeOH) Fabaceae Inga fagifolia 3,0
EB 13 C (MeOH) Fabaceae Inga fagifolia 3,0
EB 13 F (MeOH) Fabaceae Inga fagifolia 3,0
EB 15 C (DCM:MeOH) Cunoniaceae Lamanonia ternata 3,0
EB 15 F (DCM:MeOH) Cunoniaceae Lamanonia ternata 3,0
EB 15 C (MeOH) Cunoniaceae Lamanonia ternata 3,0
EB 15 F (MeOH) Cunoniaceae Lamanonia ternata 3,0
EB 16 F (DCM:MeOH) Euphrobiaceae Mabea fistulifera 3,0
EB 16 F (MeOH) Euphrobiaceae = Mabea fistulifera 3,0
EB 17 C (DCM:MeOH) Fabaceae Machaerium stiptatum 3,0
EB 17 F (DCM:MeOH) Fabaceae Machaerium stiptatum 3,0
EB 17 C (MeOH) Fabaceae Machaerium stiptatum 3,0
EB 17 F (MeOH) Fabaceae Machaerium stiptatum 3,0
EB 18 F (DCM:MeOH) Celastaceae Maytenus robustsa 3,0
EB 18 F (MeOH) Celastaceae Maytenus robustsa 3,0
EB 20 C (DCM:MeOH) Lauraceae Nectandra lanceolata 3,0
EB 20 C (MeOH) Lauraceae Nectandra lanceolata 3,0
EB 21 C (DCM:MeOH) Lauraceae Nectandra rigida 3,0
EB 21 F (DCM:MeOH) Lauraceae Nectandra rigida 3,0
EB 21 C (MeOH) Lauraceae Nectandra rigida 3,0
EB 21 F (MeOH) Lauraceae Nectandra rigida 3,0
EB 22 C (DCM:MeOH) Fabaceae Niltowenea contorta 3,0
EB 23 C (DCM:MeOH) Lauraceae Ocotea corymbosa 3,0
EB 23 F (DCM:MeOH) Lauraceae Ocotea corymbosa 3,0
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EB 23 C (MeOH) Lauraceae Ocotea corymbosa 3,0
EB 23 F (MeOH) Lauraceae Ocotea corymbosa 3,0
EB 24 C (DCM:MeOH) Lauraceae Ocotea odorifera 3,0
EB 24 C (MeOH) Lauraceae Ocotea odorifera 3,0
EB 24 F (MeOH) Lauraceae Ocotea odorifera 3,0
EB 25 C (DCM:MeOH) Lauraceae Ocotea pubescens 3,0
EB 25 F (DCM:MeOH) Lauraceae Ocotea pubescens 3,0
EB 25 C (MeOH) Lauraceae Ocotea pubescens 3,0
EB 25 F (MeOH) Lauraceae Ocotea pubescens 3,0
EB 26 C (DCM:MeOH) Rubiaceae Palicourea guianensis 3,0
EB 26 C (MeOH) Rubiaceae Palicourea guianensis 3,0
EB 26 F (MeOH) Rubiaceae Palicourea guianensis 3,0
EB 29 C (DCM:MeOH) Fabaceae Platipodium elegans 3,0
EB 29 F (DCM:MeOH) Fabaceae Platipodium elegans 3,0
EB 29 C (MeOH) Fabaceae Platipodium elegans 3,0
EB 29 F (MeOH) Fabaceae Platipodium elegans 3,0
EB 30 C (DCM:MeOH) Rosaceae Prunus sellowwi 3,0
EB 30 C (MeOH) Rosaceae Prunus sellowwi 3,0
EB 30 F (MeOH) Rosaceae Prunus sellowwi 3,0
EB 35 C (DCM:MeOH) Anonaceae Rollinia laurifélia 3,0
EB 35 F (DCM:MeOH) Anonaceae Rollinia laurifélia 3,0
EB 35 C (MeOH) Anonaceae Rollinia laurifélia 3,0
EB 35 F (MeOH) Anonaceae Rollinia laurifélia 3,0
EB 36 C (DCM:MeOH) Anonaceae Rollinia sylvatica 3,0
EB 36 F (DCM:MeOH) Anonaceae Rollinia sylvatica 3,0
EB 36 C (MeOH) Anonaceae Rollinia sylvatica 3,0
EB 36 F (MeOH) Anonaceae Rollinia sylvatica 3,0
EB 37 C (DCM:MeOH) Siparunaceae Siparuna arianeae 3,0
EB 37 F (DCM:MeOH) Siparunaceae Siparuna arianeae 3,0
EB 37 C (MeOH) Siparunaceae Siparuna arianeae 3,0
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EB 37 F (MeOH) Siparunaceae Siparuna arianeae 3,0
EB 38 F (DCM:MeOH) Elaeocarpaceae Slonea monosperma 3,0
EB 38 C (MeOH) Elaeocarpaceae Slonea monosperma 3,0
EB 38 F (MeOH) Elaeocarpaceae Slonea monosperma 3,0
EB 39 C (DCM:MeOH) Fabaceae Swartzia elegans 3,0
EB 39 F (DCM:MeOH) Fabaceae Swartzia elegans 3,0
EB 39 C (MeOH) Fabaceae Swartzia elegans 3,0
EB 39 F (MeOH) Fabaceae Swartzia elegans 3,0
EB 40 C (DCM:MeOH) Clusiaceae Tovomita glazioviana 3,0
EB 40 F (MeOH) Clusiaceae Tovomita glazioviana 3,0
EB 41 F (MeOH) Clusiaceae Tovomitopsis saldanhae 3,0
EB 42 F (DCM:MeOH) Burseraceae Trattinnickia ferruginea 3,0
EB 42 C (MeOH) Burseraceae Trattinnickia ferruginea 3,0
EB 42 F (MeOH) Burseraceae Trattinnickia ferruginea 3,0
EB 43 F (DCM:MeOH) Meliaceae Trichilia catigua 3,0
EB 43 C (MeOH) Meliaceae Trichilia catigua 3,0
EB 43 F (MeOH) Meliaceae Trichilia catigua 3,0
EB 44 C (DCM:MeOH) Salicaceae Xylosma prockia 3,0
EB 44 F (DCM:MeOH) Salicaceae Xylosma prockia 3,0
EB 44 C (MeOH) Salicaceae Xylosma prockia 3,0
EB 44 F (MeOH) Salicaceae Xylosma prockia 3,0
EB 45 C (DCM:MeOH) Bignoniaceae Zeyheria tuberculosa ND
EB 45 C (MeOH) Bignoniaceae Zeyheria tuberculosa 3,0
EB 45 F (MeOH) Bignoniaceae Zeyheria tuberculosa 3,0
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Tabela 2. Concentragao inibitéria minima (CIM), em mg/mL, dos trés extratos

mais ativos para Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Extrato Familia Espécie CIM (mg/mL)

EB 5 C (DCM:MeOH)  Salicaceae Caseatria ulmifolia 0,093 mg/mL
Rheedia

EB 34 C (DCM:MeOH) Primulaceae _ 0,07 mg/mL
gardneriana

EB 43 C (DCM:MeOH) Meliaceae Trichilia catigua 0,093 mg/mL

A atividade antimicrobiana de espécies do género Casearia (Salicaceae)
ja foi descrita, embora n&o tenham sido encontrados relatos sobre a atividade
de C. Ulmifolia. Um exemplo é da Casearia arborea que possui uma substancia
isolada do caule, a kolavelona (ent-13-hidréxi-2-oxo-trans-cleroda-3,14-dieno)
(Ramirez, 2008). Essa substéancia inibiu o crescimento de bactérias como S.
aureus ATCC 6538, S. epidermidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 9027, P.
aeruginosa ATCC 25853, E. coli ATCC 18739 e E. coli ATCC 8733 numa
concentracado de 0,3 mg/mL e S. aureus 25923 numa concentragao de 0,150
mg/mL (Beutler et al., 2000).

Os resultados obtidos mostraram promissora atividade biologica de
caule de R. gardneriana. Porém, outro estudo encontrou atividade em
sementes da planta maceradas em hexano e metanol, que inibiram o
crescimento de S. mutans ATCC 700610. A formacao de halos de inibigao foi
praticamente idéntica ao halo produzido pelo digluconato de clorexidina,
composto usado como controle positivo, para a fragdo metandlica (Samarao et
al., 2010). Outro estudo mostrou a atividade do extrato hidroalcoolico
preparado de suas folhas sobre E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853 e S. aureus ATCC 25923 (Verdi et al., 2003). A fragdo acetato de etila
produziu cinco compostos derivados, dos quais apenas trés demonstraram ter
atividade antibacteriana significativa, a saber volkensiflavona, fukugetina e
fukugiside, cujas CIMs foram 1,0 mg/mL para E. coli e P. aeruginosa. Para S.
aureus, os valores foram 0,25 mg/mL, 0,09 mg/mL e 1,0 mg/mL,
respectivamente para cada composto.

Pizzolatti et al., (2002) identificaram a atividade antimicrobiana do extrato
de acetato de etila do caule da Trichilia catigua, que inibiu o0 crescimento das
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bactérias B. cereus e S. aureus ATCC 25923 com CIM de 0,31 mg/mL e para
E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853, com CIM de 0,62 mg/mL.
Porém, os resultados sdo inferiores aos obtidos neste trabalho, possivelmente

por diferencas no solvente usado.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou o promissor potencial antibacteriano de extratos
vegetais preparados a partir das espécies Casearia ulmifolia, Rheedia
gardneriana e Trichilia catigua sobre S. aureus ATCC 29213. Dos quinze
extratos com CIM até 0,5 mg/mL, oito extratos aquosos de seis espécies e sete
extratos macerados em diclorometano e metanol (1:1) de cinco espécies
apresentaram forte inibicdo bacteriana. Com uma inibicdo moderada (CIM de
0,6 até 1,5 mg/mL), foram identificados 21 extratos aquosos das dezesseis
espécies e 32 extratos macerados em diclorometano e metanol (1:1) de 23
especies. Dos 179 extratos testados, 111 apresentaram CIM acima de 1,6

mg/mL, possuindo, portanto, uma fraca inibigdo sobre a bactéria testada.
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CAPITULOII

Avaliacdo das Atividades Antibacteriana, Antibiofime e Antioxidante de

Extratos de Graos de Café
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1. INTRODUCAO

Os processos industriais geram muitos residuos ou subprodutos que
devem ser remediados de forma correta para evitar poluicdo ambiental. O soro
do leite gerado da industria de laticinios, por exemplo, € reaproveitado na
producao de bebidas fermentadas ou na produgédo animal para incrementar a
racdo (EMBRAPA, 2015). As industrias sucroalcooleiras utilizam o bagago
oriundo da producdo de etanol para fornecimento de energia nos fornos
industriais das usinas (Costa Filho et al., 2017).

Outras formas de valorizagao de residuos vém sendo testados em outras
cadeias produtivas, como a do café. O beneficiamento do café gera residuo
como casca e frutos de baixa qualidade que geralmente sdo descartados pelos
produtores. O café € uma das bebidas mais consumidas mundialmente e em
algumas regides seu consumo soO € inferior ao da agua (EMBRAPA, 2015).
Segundo a Organizacdo Internacional do Café (OIC), em 2014 foram
produzidos 8,5 bilhdes de kg de café, a maioria consumida na Unido Europeia
(UE), Estados Unidos da América (EUA), Brasil e Japao. Em 2015, o consumo
per capita de café torrado e moido foi de 4,90 kg/habitante/ano.

Diante de uma crescente producdo de café e, consequentemente da
grande geracdo de residuos, estudos vém sendo realizados para discutir
possiveis solugdes que possam maximizar a utilizagcdo dos subprodutos e
melhorar seus impactos ambientais negativos (Scully et al., 2016; Macedo et
al., 2017). A polpa e a casca de café s&o ricas em matéria organica, o que as
tornam substrato ideal para a produc¢ao de produtos de valor agregado. Varias
solucdes e usos alternativos da polpa e casca de café foram tentados, como
fertilizantes, racao animal e composto, porém essas aplicagdes utilizam apenas
uma fragdo da quantidade disponivel e ndo sao tecnicamente muito eficientes.
Tentativas foram realizadas para melhor aplicagdo como alimento e para
produzir varios produtos como enzimas, acidos organicos, compostos de sabor
e aroma e cogumelos (Janissen e Huynh, 2018).

O café possui quantidades significativas de compostos fendlicos cujos
representantes mais abundantes sdo acidos clorogénicos que possuem
atividades antioxidantes e antimicrobianas (Ludwig et al., 2013). Ha alguns

relatos das propriedades antioxidante e antimicrobiana do café cereja sobre E.
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coli (Rurian-Henares e Morales, 2008; Duangjai et al., 2016). Porém ainda néo
se tem informagdes sobre os componentes responsaveis por essa atividade e
seus mecanismos de agdo. O potencial anticariogénico do café torrado foi
mostrado por meio de estudo que avaliou a atividade antimicrobiana contra
Streptococcus mutans, principal causa de carie dentaria e placa dentaria
(Gazzani et al., 2012). Mais recentemente, extratos etandlicos e aquosos de
compostos de café (café gasto) foram eficazes na prevencdo da oxidagéo
lipidica da carne crua (Kim et al., 2015). Estudos mostraram a atividade
antimicrobiana de melanoidinas do café sobre E. coli (Rurian-Henares e
Morales, 2008; Bekedam et al.,, 2007). Outro estudo mostrou que as
propriedades quelantes de metais do café foram propostas como sendo as
responsaveis pela atividade antimicrobiana (Rufian-Henares e de la Cueva,
2009).

Este trabalho teve por objetivo principal identificar extratos bioativos
preparados de graos de cafés cereja, boia e verde. Os extratos preparados
foram avaliados quanto ao seu potencial antimicrobiano, antibiofime e
antioxidante. Extratos com atividade antioxidante foram identificados e podem

ser explorados para o isolamento das substancias bioativas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos e condi¢cdes de cultivo

Para avaliagdo da atividade antibacteriana foram utilizadas as cepa-
referéncia S. aureus ATCC 29213, S. aureus NRS 155, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 29214, que foram
rotineiramente mantidas em placas contendo Luria-Bertani (LB) sélido. Para a
determinacdo da CIM, os ensaios foram realizados em meio Mueller-Hinton
(MH). A cepa S. epidermides NRS 101 (ATCC 35983) foi utilizada nos ensaios
de biofilme e foi mantida em meio LB e cultivada em meio infusdo cérebro-
coragao adicionado de glicose 40% (BHIg 0,25%) para os ensaios de atividade
antibiofilme. Os estoques bacterianos foram mantidos em meio LB contendo
20% de glicerol, a -20°C.

2.2. Extratos vegetais

Extratos foram preparados a partir de cafés boia, cereja e verde (Figura
6), coletados em uma fazenda da regidao de Vigosa. Aproximadamente 284 g,
338 g e 275 g de cafés boia, cereja e verde, respectivamente, foram secos em
estufa por 24h. O material (200 g) foi triturado e macerado em etanol P.A.
Adicionalmente, foi feita uma segunda maceracéo exaustiva de forma seriada,
usando 100 g dos diferentes extratos de café usando os solventes hexano,
acetato de etila e etanol, respectivamente. Deixou-se em maceragao por seis
dias para cada solvente. Apdés 24h, o extrato hexanico, acetato de etila e

etandlico foram filtrados e concentrados.
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Figura 6. Figura ilustrativa dos graos dos cafés boia, cereja e verde.

Fonte: https://www.pmvc.ba.gov.br/unidade-de-despolpamento-de-cafe-

garantira-maior-valorizacao-a o-produto-na-regiao-de-inhobim/

2.3. Determinacgao da CIM

A CIM foi realizada em microplacas de poliestireno de 96 pocgos (Kasvi)
preenchidas com caldo MH, extrato vegetal em concentragdo variando de 6
mg/mL a 0,1 mg/mL e 108 UFC/mL de uma suspenséo bacteriana. Os controles
consistiram de: i) caldo MH acrescido de DMSO e do inéculo, ii) caldo MH, iii)
caldo MH inoculado com a suspenséao bacteriana, e iv) caldo MH acrescido de
5 mg/mL de ciprofloxacina e suspensdo bacteriana. As microplacas foram
incubadas a 37 °C por 24h. Em seguida, 5 pL de uma solugéo de 2 mg/mL p-
iodo-nitrotetrazolium violeta (INT, Sigma®) ou 20 yL de uma solugéo a 0,5
mg/mL de resazurina (Sigma®) foram adicionados a cada pogo. Depois de 2h
de incubacao, foi definida como CIM a menor concentragcado do extrato em que
visualmente ndo se observou a formacdo da cor purpura, indicativo de

viabilidade celular. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.4. Atividade antibiofilme dos extratos preparados a partir de graos

de café

A acdo antibiofiilme dos extratos dos cafés boia, cereja e verde foi
avaliada em placas de poliestireno de 96 pogos (Kasvi), como descrito
anteriormente (Klein, 2014). Para isto, uma suspensdao de células de S.
epidermidis NRS101 (100 pL) ajustada para 0,5 na escala de McFarland foi
adicionada a cada pogo juntamente com caldo BHI (Himedia®) glicosado (BHIg
0,25%) para um volume final de 200 yL. Apds incubagao por 24h em estufa a
37 °C, as células plancténicas foram removidas por lavagem e as células do
biofiilme formado foi adicionado BHIg acrescido ou ndo de extratos na
concentracédo de 1,5 mg/mL. Dadas 6h, as placas foram delicadamente lavadas
trés vezes com PBS (pH 7,8), seguido de coloragdo com cristal violeta 0,1%
por 30 min e de adicdo de alcool 95% por 45 min. A leitura foi feita em
espectrofotdbmetro a 560 nanémetros (VersaMax ELISA Microplate Reader). O
biofilme incubado somente com BHIg 0,25% foi utilizado como controle. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata. O calculo da inibicdo da

formacgao do biofilme foi realizado conforme férmula abaixo:

Formacéao do Biofilme (%) = Absorbancia em 560nm do Extrato x 100

Absorbancia em 560nm do Controle Positivo

Inibicdo do Biofilme (%) = 100 — Formacé&o do Biofilme

2.5. Atividade antioxidante in vitro dos extratos preparados a partir

de graos de café

A atividade antioxidante foi determinada pelo ensaio da captura do radical
livre 2,2- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH, Sigma®), segundo metodologia descrita
por Rufino et al., (2007). Nesse método, observa-se o descoloramento de uma
solugdo composta por DPPH, que passa da coloracao violeta a amarelada ao
receber elétrons de um composto antioxidante. A solugdo de DPPH a 0,1

mmol/L foi preparada em metanol (Sigma®). O teste foi realizado em placas de
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poliestireno de 96 micropogos (Kasvi). Os extratos foram diluidos em metanol e
analisados nas concentragdes de 2, 1, 0,5, 0,25 e 0,125 mg/mL. Um volume de
25 pL das amostras foi transferido para os micropogos, seguida da adigédo de
175 pyL de DPPH. As placas foram mantidas em abrigo da luz durante 1h e
leituras espectrofotométricas foram realizadas em D.O. 517 nm em leitor de
placas de microdiluicdo (Kasvi). A porcentagem de atividade antioxidante
(AA%) foi calculada considerando-se as absorbéncias da solu¢do de DPPH
sem a presencga das amostras. Os controles positivos, rutina e hidroxitolueno
butilado (BHT), foram preparados nas mesmas condigdes dos extratos. As
solugdes de extratos em auséncia de DPPH foram utilizadas como branco. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

2.6. Determinagao de fendlicos totais

A determinacédo de fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin—
Ciocalteu, segundo Baba et al., (2015), com modificagbes. O teste foi realizado
em placas de poliestireno de 96 micropogos (Kasvi). Amostras de café boia,
cereja e verde preparados em hexano, acetato de etila ou etanol, foram
preparadas em solugdo aquosa (0,03% de metanol), na concentragcdo de 67
pg/mL. Uma aliquota de 150 pL das amostras foi transferida para cada
micropogo, seguida da adicdo de 25 pL do reagente de Folin—Ciocalteu
(Sigma®). Decorridos 3 min, foram adicionados 100 pL de solugdo de Na2COs
20% (m/v). Apés 1 h, as leituras espectrofotométricas foram realizadas em D.O.
650 nm €m leitor de placas de microdiluigdo (Kasvi). A curva de calibragao foi
construida a partir de solugéo de acido galico (Sigma®) em concentragdes de
0-40 pg/mL (y = 32,559x - 0,5882), r? = 0,9978. O conteudo de fendlico total foi
calculado considerando a quantidade de equivalente de acido galico em mg por

grama de extrato (GAE g'). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.7. Analise estatistica

Os resultados dos ensaios para avaliar atividade antioxidante dos extratos
de café foram expressos em media + desvio-padréo (SD). Analises de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey foram usados para comparar os diferentes
solventes aos controles positivos, em uma mesma amostra de café, em cada

concentragéo.



48

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atividade antibacteriana dos extratos de café

Neste trabalho, a atividade antibacteriana dos extratos etanodlicos dos
cafés boia, cereja e verde foi avaliada sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo que para nenhum deles foi observada atividade significativa
(CIM > 3 mg/mL). Desta forma, procedeu-se a uma maceragao exaustiva em
hexano, acetato de etila e etanol para a obteng¢ao de novos extratos. Como néo
houve alteragdo nos valores de CIM e considerando a classificagao proposta
Aligianis et al., (2001), os extratos foram tidos como pouco promissores e
assim desconsiderados para estudos posteriores. Existem na literatura alguns
relatos da atividade antimicrobiana de extratos preparados a partir de café,
embora os valores de CIM sejam altos em relagdo aos valores considerados
promissores (CIM até 0,5 mg/mL). Runti et al., (2015) descreveram a agao
inibitoria dos extratos obtidos de 6 g de café em p6 (100% arabica, médio e
torrado), fervidos por 10 min em 100 mL de agua sobre S. aureus ATCC 25923
(CIM 2 mg/mL), S. epidermides ATCC 12228 (CIM 1 mg/mL) e E. coli ATCC
25922 (CIM 15 mg/mL).

Os extratos preparados a partir dos gréos de cafés boia, cereja e verde
foram obtidos neste trabalho pela maceracéo exaustiva do extrato bruto. E uma
operacao na qual a extracado da matéria prima vegetal é realizada em recipiente
fechado, em temperatura ambiente, durante um periodo prolongado (horas ou
dias). No trabalho apresentado por Rutini et al., (2015), usou-se a extragao
solido-liquido em o aparelho Soxhle para se extrair sélidos com solventes
volateis. O contato do material vegetal com o solvente possibilita uma extragcao
altamente eficiente, com uma quantidade reduzida de solvente. Possivelmente,

isso explique os resultados de atividade inibitoria apresentados pelos autores.
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3.2. Atividade dos extratos de café sobre biofilme pré-formado

Os nove extratos dos cafés boia, cereja e verde foram utilizados para
avaliagdo da atividade antibiofime em S. epidermides NRS101 (35983).
Independente do solvente usado, nenhum dos extratos dos graos de café
reduziu o biofiime pré-formado, pelo contrario, estimulou a sua producao.
Samoilova et al. (2014) demonstraram o efeito estimulador de chas verde e
preto e extratos de plantas sobre o biofilme de E. coli. Segundo os autores, isso
provavelmente se deve pela presenca de polifendis que podem modificar a
resisténcia a E. coli contra o estresse oxidativo, inibindo a influéncia do
crescimento bacteriano. Embora neste trabalho ndo tenha sido avaliado o efeito
dos extratos de café sobre o biofilme em formagao, € possivel que o efeito seja

semelhante ao observado por Samoilova et al., (2014).

3.3. Atividade antioxidante in vitro dos extratos de café

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelo ensaio de
captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Nao foi identificada
nenhuma atividade antioxidante para as fragbes hexanicas (Figura 7, Tabela 3).
Os extratos etandlicos apresentaram atividades antioxidantes superiores aos
demais nas amostras de cafés bodia e verde (Figura 7). Dentre esses, o extrato
etandlico de café verde se destacou. A maioria das amostras teve efeitos
antioxidantes equivalentes ao BHT e a rutina (controles positivos) na
concentragédo de 2000 pg/mL, atingindo porcentagens na faixa de 84 a 88%.
Para relacionar a atividade antioxidante com a presenga de fendlicos nos
extratos, as amostras foram submetidas a avaliacdo do conteudo total de
fendlicos pelo teste de Folin—Ciocalteu. Como esperado, os extratos em etanol
apresentaram as maiores quantidades de equivalente de acido galico em mg
por grama de extrato (GAE g/L) (Tabela 4). A amostra de café verde em etanol
exibiu o maior conteudo de compostos fendlicos (109,6 + 2,2 GAE g/L),
coerente com a maior atividade antioxidante observada. Isso pode ser uma
explicagdo para a maior estimulagao do biofilme de S. epidermidis. As menores

quantidades de fendlicos foram identificadas nas fragdes em hexano.
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Figura 7. Atividade antioxidante de amostras de cafés boia (A), cereja (B) e
verde (C). Os extratos foram preparados em etanol, acetato de etila e hexano.
Os compostos hidroxitolueno butilado (BHT) e rutina foram usados como

controles positivos.
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Tabela 3. Atividade antioxidante de extratos de cafés cereja, bdia e verde

preparados com hexano, acetato e etanol. Hidroxitolueno butilado (BHT) e

Rutina (controles positivos). Letras diferentes foram usadas para comparar as

amostras na mesma concentracédo (p<0,05 de acordo com ANOVA, seguida

pelo teste de Tukey).

Concentracdo | Café Cereja Controles Positivos
(Mg/ML) Hexano Acetato Etanol BHT Rutina
2000 02 86,4+0,5° 87,4+04> 879+0,7° 87,1+1,2°
1000 0@ 771+29° 669+1,1° 89,0+0,3¢ 87,6+0,3C
500 02 458+1,2> 379+14c 87,3+069 87,2+0,2¢
250 02 27,0 £ 3,0° 255’b85 * 79,8+0,2¢ 86,6 0,89
125 0@ 14,4 + 1,5 123;36 * 59,4+0,7¢ 87,0+0,3¢
Concentragéo | Café Boia Controles Positivos
(Mg/ML) Hexano Acetato Etanol BHT Rutina
2000 02 84,3+0,5° 88,3+0,2° 87,9+0,7¢ 87,1+1,2°
1000 02 57,0+2,1°> 754+3,1¢ 89,0+0,3¢ 87,6+0,3
500 02 29,7+14> 474+06° 87,3+0,69 87,2+0,2¢
250 02 18,5+0,7° 32,0+0,9¢ 79,8+0,2¢ 86,6+0,8°
125 02 9,79+0,4> 21,0+0,8° 594+0,7¢9 87,0+0,3°
Concentragdo | Café Verde Controles Positivos
(Mg/ML) Hexano Acetato Etanol BHT Rutina
2000 02 51,5+0,1° 87,9+0,3° 87,9+0,7¢ 87,1+1,2°
1000 02 31,1+0,9> 86,6+0,9¢ 89,0+0,3¢ 87,6+0,3%d
500 02 16,2+0,9® 60,1+15° 87,3+0,69 87,2+0,2¢
250 02 6,43+22°> 393+15° 798+0,2¢ 86,6+0,8°
125 02 0,88+0,12 146+1,3> 594+0,7¢ 87,0+0,3¢
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Tabela 4. Conteudo do total de fendlicos nos extratos preparados de graos de

cafés cereja, verde e boia.

Extrato GAE g/L
Café Cereja Hexano 36,5+1,0
Café Cereja Acetato 73,7+18
Café Cereja Etanol 79,6 £2,0
Café Verde Hexano 21,0£0,5
Café Verde Acetato 439+19
Café Verde Etanol 109,6 £ 2,2
Café Boia Hexano 43,3 1,7
Café Boia Acetato 53,7+ 0,5
Café Boia Etanol 80,7+ 2,0

GAE g'=mg de equivalente de acido galico.

As propriedades antioxidantes do café ja foram demonstradas em outros
estudos (Affonso et al., 2016; Haile e Kang, 2019). Priftis et al. (2015) avaliaram
treze variedades de café, comparando o grdo verde a grao com diferentes
torras pelo mesmo método usado neste trabalho. Observou-se que, para
algumas variedades, o grau de torra aumentava a atividade antioxidante do
café, provavelmente devido a produgdo de meladoidinas durante o processo de
torrefacdo. Sousa e colaboradores (2015) fizeram a avaliagao de antioxidantes
naturais da borra de café 100% arabica (Coffea arabica), 100% robusta (Coffea
canephora) e uma mistura comercial 80% arabica + 20% robusta visando
possivel uso como suplementos nutricionais, alimentos, aditivo cosmético ou na
industria farmacéutica. A atividade antioxidante da mistura comercial foi menor
(73,7 £ 1,44), enquanto, que a variedade robusta apresentou a maior atividade
antioxidante (88,16 + 1,16), semelhante ao controle uado no ensaio.

Este trabalho faz parte de um projeto maior financiado pelo Consoércio
Pesquisas Café que tem como objetivo principal o fracionamento de residuos
de café para obtengdo de metabdlitos antioxidantes e antimicrobianos. A partir
do material lignoceluldsico retirado dos graos de café serdo produzidos
bioplasticos conservantes para embalagens de alimentos. Pelos resultados

obtidos neste trabalho, pode-se sugerir a purificacdo dos metabdlitos presentes
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nos extratos etandlicos dos cafés verde e boia, esse ultimo considerado um
subproduto da industria cafeeira. Outros estudos ja demonstraram a aplicagéo
biotecnolégica de residuos de café. Silva (2009) demonstrou a capacidade
antioxidante de café Melita quando incorporado a uma matriz de amido e
mandioca e plastificantes. Os biofilmes gerados foram utilizados para embalar
0 azeite de dendé, simulando sua vida de prateleira em condi¢cbes de oxidagao
acelerada (63% UR, 30°C) durante 0, 7, 15, 30 e 45 dias de armazenamento.
Os resultados de indice de peroxidos mostraram uma maior protecao do azeite
de dendé embalado nos biofiimes que continham os aditivos antioxidantes,
confirmando a atividade protetora do café, provavelmente devido ao nivel de
oxigénio dentro da embalagem. Zain et al., (2018) adicionaram os graos de
café verde moidos ao trigo para a fabricagao de péaes. Os autores associaram a
atividade antioxidante do p&ao ao acido clorogénico presente nos graos moidos.
Porém, houve reducédo nas propriedades organolépticas (sabor e aroma) do
pao.

Nos ultimos anos, vem ocorrendo um crescente interesse do setor
industrial no desenvolvimento de embalagens biodegradaveis obtidas a partir
de fontes renovaveis. Embora muitos materiais ativos ja tenham sido
estudados, ainda ha a procura por compostos naturais, comestiveis e também
por matrizes biodegradaveis que tenham atividades biolégicas de interesse da
industria de alimentos. Considerando os resultados obtidos neste trabalho,
vislumbra-se o uso do café boia, um subproduto da cadeia produtiva do café,

como fonte para obtencdo de compostos ativos.
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4. CONCLUSAO

Os extratos preparados a partir de grédos de café ndo mostraram agao
antibacteriana sobre S. aureus, S epidermidis NRS 101, P. aeruginosa ATCC
27853 e E. coli 29214. Também ndo foi observada atividade antibiofiime sobre
S. epidermidis NRS 101. Os extratos etandlicos de cafés boia e verde
apresentaram maior atividade antioxidante em comparacdo aos demais, com
destaque para a fragdo etandlica do café verde, que nas concentragdes de
1000 g/mL e 2000 ug/mL teve efeito antioxidante equivalente ao BHT e a

rutina, controles positivos usados nos ensaios.
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