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Resumo

Os bolores sdo os principais agentes causadores de deterioragdo no bolo, tornando-0s
impréprios para consumo humano e reduzindo o seu valor comercial e nutritivo. Técnicas de
biopreservacdo podem melhor a qualidade e a seguranca dos produtos de panificacdo,
inibindo o crescimento de fungos deterioradores. Os Oleos de café cru e torrado possuem
propriedades bioativas, antioxidantes e antimicrobianas, sendo uma alternativa para substituir
parcial ou totalmente os conservantes artificiais. Este estudo teve como objetivo isolar os
micro-organismos do bolo tipo muffin e avaliar as propriedades antifingicas desses dleos




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, 9289109285, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.9285

frente aos fungos isolados, determinar o teor de compostos fendlicos totais e avaliar a
capacidade antioxidade dos 6leos pelo método DPPH e FRAP. Apos o isolamento da cultura
dos fungos do bolo foram realizadas avaliagbes macroscopica e microscopia. Os fungos
encontrados foram caracterizados como filamentosos e pertencentes ao género Trichothecium
sp., Aspergillus sp. e Penicillium sp. No entanto, os 6leos ndo apresentaram atividade
antifungica em relagdo aos fungos isolados do bolo. O dleo de café torrado apresentou maior
teor de compostos fenolicos totais em relacdo ao 6leo de café cru (946,84 e 155,76 mg de
acido galico/100g de extrato, respectivamente). Para a capacidade antioxidante pelo método
DPPH ndo houve diferenca entre os 6leos e foram inferiores ao método FRAP, o qual foi mais
eficiente. Os 6leos testados ndo apresentam potencial efeito antifungico, mas o 6leo de café
torrado apresentou maior capacidade antioxidante que o 6leo de café cru pelo método FRAP,
corroborando com a concentracdo de fendis totais identificado.

Palavras-chave: Panifica¢do; Fungos; Compostos bioativos; Antiflngico; Biopreservacao.

Abstract

Molds are the main agents that cause the deterioration of the cake, making it inappropriate for
human consumption and reducing its commercial and nutritional value. Biopreservation
techniques can improve the quality and safety of bakery products by inhibiting the fungi
growth. Raw and roasted coffee oils have bioactive, antioxidant and antimicrobial properties,
being an alternative to a partial or a total replacement of artificial preservatives. This study
aimed to isolate the microorganisms of the muffin cake and evaluate the antifungal properties
of these oils against isolated molds and determine the total phenolic compounds and evaluate
the antioxidant capacity of the oils by the DPPH and FRAP methods. After isolating the
cake”’s fungi culture, macroscopic and microscopic evaluations were performed. The molds
were characterized as filamentous and belonging to the genus Trichothecium sp., Aspergillus
sp. and Penicillium sp. However, the oils did not show antifungal activity relative to the fungi
isolated from the cake. Roasted coffee oil had a higher content of total phenolic compounds in
relation to crude coffee oil (946.84 and 155.76 mg of gallic acid/100g of extract,
respectively). For the antioxidant capacity by the DPPH method there was no difference
between the oils and they were lower than in the FRAP method, which was more efficient.
The oils tested do not have a potential antifungal effect, but roasted coffee oil has a higher
antioxidant capacity than crude coffee oil by the FRAP method, corroborating the total
phenolic concentration identified.

Keywords: Bakery; Fungi; Bioactive compounds; Antifungal; Biopreservation.
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Resumen

Los mohos son los principales agentes que provocan el deterioro de la torta, haciéndola no
apta para el consumo humano y reduciendo su valor comercial y nutricional. Las técnicas de
bioconservacion pueden mejorar la calidad y seguridad de los productos de panaderia,
inhibiendo el crecimiento de hongos deteriorantes. Los aceites de café crudo y tostado tienen
propiedades bioactivas, antioxidantes y antimicrobianas, siendo una alternativa para
reemplazar parcial o totalmente los conservantes artificiales. Este estudio tuvo como objetivo
aislar los microorganismos de la torta tipo muffin y evaluar las propiedades antifingicas de
estos aceites contra hongos aislados, determinar el contenido de compuestos fenodlicos totales
y evaluar la capacidad antioxidante de los aceites por el método DPPH y FRAP. Después de
aislar el cultivo de los hongos de la torta, se realizaron evaluaciones macroscépicas y
microscopicas. Los hongos encontrados se caracterizaron como filamentosos y pertenecientes
al género Trichothecium sp., Aspergillus sp. y Penicillium sp. Sin embargo, los aceites no
mostraron actividad antiflngica en relacion con los hongos aislados de la torta. El aceite de
café tostado tuvo un mayor contenido de compuestos fendlicos totales en relacion al aceite de
café crudo (946,84 y 155,76 mg de &cido galico/100g de extracto, respectivamente). Para la
capacidad antioxidante por el método DPPH no hubo diferencia entre los aceites y fueron
inferiores que en el método FRAP, que fue maés eficiente. Los aceites probados no tienen un
potencial efecto antifungico, pero el aceite de café tostado tiene una mayor capacidad
antioxidante que el aceite de café crudo por el método FRAP, corroborando la concentracion
de fenolicos totales identificada.

Palabras clave: Panaderia; Hongos; Compuestos bioactivos; Antifangico; Biopreservacion.

1. Introducéo

Os fungos sdo os principais causadores da deterioracdo nos produtos de panificacao,
sendo a principal causa das perdas econémicas destes produtos. Além disso, podem causar
danos a saude dos consumidores devido aos metabolitos secundarios toxicos excretados pelos
mesmos, tais como a citrinina, aflatoxina e requefortina (Ju et al., 2018). A contaminagéo
fangica dos alimentos torna-os improprios para consumo humano, reduz o valor nutritivo e
representa um perigo iminente para a saude humana (Bound et al., 2016).

Recentemente, tem sido encontrado na literatura estudos da incorporagdo de
compostos naturais em produtos de panificagcdo, visando aumentar a vida de prateleira,

fornecer nutrientes e compostos funcionais e melhorar as caracteristicas sensoriais dos
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produtos. Além disso, ha uma crescente demanda por produtos seguros e naturais que
viabilizem a utilizacdo de técnicas de preservacdo, melhorando a qualidade e a seguranca dos
produtos para inibi¢do do crescimento de fungos (Ju et al., 2018; Ztotek, 2018).

Os 0leos e 0s Gleos essenciais de especiarias, ervas e 0s constituintes individuais tém
crescentes aplicagdes na industria de alimentos devido as atividades antifingica,
antitoxigénica e antioxidante (Domingues et al., 2020). H& interesse consideravel na
preservacdo de alimentos pelo uso de 6leos essenciais e dos componentes presentes neste
produto para retardar o crescimento de fungos, inibindo assim a producdo de metabdlitos
secundarios de protecdo dos fungos, as micotoxinas. Tais isolados de plantas podem aumentar
0 prazo de validade, a qualidade e o valor nutricional dos produtos alimentares armazenados
(Bound et al., 2016).

As substancias presentes nos oleos de café, como &cidos clorogénicos (6leo de café
cru) e os diterpenos (6leo de café torrado), apresentam efeito antimicrobiano e propriedades
bioativas (Dogazaki et al., 2002; Spper & Kolling-Speer, 2006; Freiberger, 2013;
Lima et al., 2020), reduzindo significativamente o crescimento micelial e a esporulacdo dos
fungos Penicillium roqueforti e Rhizopus stolonifer (Elizei et al., 2016). Além disso, os 6leos
de café cru e torrado possuem capacidade antioxidante (pelos métodos: DPPH - 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl; ORAC - oxygen radical absorbance capacity; FRAP - ferric reducing
antioxidant power; ABTS - 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazoline)-6-sulfonic acid; TEAC -
trolox equivalent antioxidant capacity; TRAP - total radical trapping antioxidant parameter;
AAPH - 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride; e TBARS - thiobarbituric acid
reactive substance) e atividade antibacteriana frente as bactérias Escherichia coli e
Escherichia faecalis (Yashin et al., 2013; Raba et al., 2015).

Diante das propriedades bioativas dos 6leos de café cru e torrado e do interesse em
usar isolados de plantas como biopreservantes naturais nos alimentos, este estudo propds
isolar e identificar o género dos fungos em bolo tipo muffin e verificar a acdo antifingica dos
6leos de café cru e torrado frente aos fungos isolados do bolo e avaliar os compostos fendélicos

e a capacidade antioxidante dos 6leos de café.

2. Metodologia

2.1 Matéria-prima

As matérias-primas utilizadas para este estudo foram: farinha de trigo refinada
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(tipo 1), gordura vegetal hidrogenada (100 % gordura), ovo in natura, agua potavel, sacarose,
impulsionador de massa e emulsificante comercial (mistura de monoglicerideos destilados,
estearato de potassio, monoestearato de sorbitana e monoestearato de polioxietileno
sorbitano). Todas as matérias-primas foram adquiridas no comércio local de Diamantina
(MG). Os dleos de café cru e torrado (da marca Lazlo) foram adquiridos comercialmente
através de empresa virtual por compra on-line. Os 6leos de café cru e torrado foram isolados
através de prensagem a frio e a composicao quimica esta apresentada na Tabela 1, de acordo

com informacdes e laudos fornecidos pela empresa que comercializa os produtos.

Tabela 1. Composicao quimica dos 6leos de café cru e torrado.

Componente Oleo de café cru (%) Oleo de café torrado (%)
C12:0 — Acido laurico ni 0,5
C14:0 — Acido miristico 0,1 0,4
C16:0 — Acido palmitico 32,8 32,1
C18:0 — Acido esteérico 75 8,4
C18:1 — Acido oleico 8,8 13,3
C18:2 — Acido linoleico 43,3 39,7
C18:3 — Acido linolénico 1,7 1,8
C20:0 — Acido araquidico 3,0 ni
C22:0 — Acido behénico 0,8 ni
Outros 2,1 3,8
Saturados 44,1 ni
Monoinsaturados 10,9 ni
Poli-insaturados 45,0 ni

Fonte: Laudos técnicos fornecidos pela empresa que comercializa os 6leos essenciais. ni — ndo
informado.

2.2 Elaboracao dos bolos tipo muffin

Para a preparacdo dos bolos foi seguida a metodologia proposta por Bennion e
colaboradores (2013), com modifica¢bes. O procedimento foi dividido em duas etapas, a fase
creme e a fase massa. Na primeira fase (creme) foram homogeneizadas a gordura vegetal
hidrogenada, a sacarose, o emulsificante e 0 ovo em uma batedeira planetéria (Orbit Kitchen
600, Cadence®) na velocidade 6 por 3 minutos. Posteriormente, na segunda fase (massa),
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foram adicionados os demais ingredientes, exceto o impulsionador de massa, e realizada a
batecdo na velocidade 3 por mais 2 minutos. Apos, o impulsionador de massa foi adicionado e
a incorporacdo ocorreu na velocidade 1 por mais 20 segundos. Por¢des de 50 g de massa do
bolo tipo muffin foram distribuidas em formas de papel e inseridas dentro de recipientes de
aluminio e levadas ao forno a 185 °C por 35 minutos. Na Tabela 2 estdo apresentadas as
quantidades dos ingredientes utilizados.

Tabela 2. Ingredientes e formulacdo do bolo tipo muffin.

Quantidade dos ingredientes
Ingredientes

% (em base farinha) Gramas para batelada

Farinha de trigo 100,0 337,0
Gordura vegetal hidrogenada 40,0 134,8
Ovo in natura 50,0 168,5
Agua potavel 44,9 151,6
Sacarose 58,8 198,0
Impulsionador de massa 2,5 8,4

Emulsificante* 0,5 1,7

Fonte: Autores. *Emulsificante comercial composto por monoglicerideos destilados, estearato de
potéssio, monoestearato de sorbitana e monoestearato de polioxietileno sorbitano.

2.3 Isolamento dos micro-organismos do bolo

O bolo foi acondicionado em embalagens de polietileno de baixa densidade e
armazenado em local seco e arejado até o surgimento das colénias de fungos, as quais
comegcaram a ser visiveis a olho nu no oitavo dia de armazenamento. Porém, esperou-se até o
13° dia para que houvesse maior crescimento e desenvolvimento dos bolores, e em seguida
iniciou-se o isolamento dos fungos.

Posteriormente, a técnica de semeadura de fungo filamentoso em meio de cultura
solido foi utilizada para obter as culturas puras dos fungos. Para tal, os fungos presentes no
bolo foram colocados em meio de batata-dextrose-agar (BDA) sob condi¢des assépticas a
28 °C por 2 a 5 dias até que as culturas fossem obtidas. Em seguida, os procedimentos foram
repetidos com os fungos obtidos nas placas para garantir que a cultura pura fosse isolada
(Ribeiro & Stelato, 2011; Ju et al., 2018).
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2.4 Identificacdo macroscopica dos fungos isolados do bolo

As caracteristicas macroscopicas observadas dos fungos isolados foram a coloracéo, o
fundo, a pigmentacdo, a textura, a superficie, as bordas e a topografia. Apos a observacgédo
dessas caracteristicas, as mesmas foram comparadas com a literatura para uma prévia
identificacdo dos fungos (Ribeiro & Stelato, 2011).

2.5 ldentificacdo microscépica dos fungos isolados do bolo

Para a anélise microscopica, inicialmente foi realizado o microcultivo dos fungos. Para
tal procedimento, os micro-organismos foram inoculados sobre o meio e lateralmente,
recobertos com a laminula previamente esterilizada em autoclavada. Utilizou-se agua
destilada para embeber o papel filtro e evitar o ressecamento do meio de cultivo e favorecer as
condicBes de crescimento dos fungos. Apos inoculadas as placas, estas foram colocadas em
estufa bacteriolégica (30 °C), durante 3 dias para crescimento dos fungos e posterior

observacao das caracteristicas morfolégicas em microscopio optico.

2.6 Andlise antifungica do 6leo de café cru e torrado frente aos micro-organismos

isolados do bolo

Para as andlises antifungicas dos 6leos de café cru e torrado foi utilizado o método de
difusdo em disco em meio sélido de acordo com as normas do National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2015). Os fungos que haviam sido isolados do bolo
foram reativados em batata-dextrose-agar a 28 °C e incubados até a existéncia de fungos
filamentosos. Posteriormente, a concentracdo celular inicial dos fungos foi ajustada com
solucdo salina estéril (10 %) de acordo com escala 0,5 de turbidez de MacFarland utilizando o
espectrofotdbmetro a 580 nm, para obtengéo de transmitancia de 70 a 75 %, para padronizacao
da populacéo inicial dos fungos.

Em ambiente estéril, foi colocado o meio batata-dextrose-agar nas placas de Petri e,
apos a secagem, as solucdes fungicas espalhadas no meio solido. Os 6leos de café cru e
torrado foram diluidos em etanol e tween 80 nas seguintes concentracdes: 200, 150, 100 e
50 uL/mL, respectivamente. Discos de papel de 8 mm de didmetro foram imersos nas
concentragfes das amostras dos Oleos e dos controles (apenas com os diluentes) e,

posteriormente, foram posicionados sobre 0s meios que continham as solucbes flngicas
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(depois da secagem). As placas foram incubadas em estufa por 5 dias a 28 °C. Durante 0
cultivo, as concentracGes de 6leo permeavam sobre o meio batata-dextrose-agar. O didmetro
da zona de inibicdo foi medido e os ensaios foram realizados em triplicata, sendo que em cada

placa foram colocados quatro discos, totalizando doze discos (NCCLS, 2015).

2.7 Determinagéo dos compostos fendlicos totais

O teor dos compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteau segundo Swain e Hillis (1959), com adaptacfes. Os Gleos de café cru e torrado
foram diluidos em metanol (0,1 mg/mL) e reagente de Folin-Ciocalteau diluido em &gua
destilada (1:10) (2,5 mL). Utilizou-se 0,5 mL da diluicdo e, ap6s 5 minutos, adicionou-se
solucdo aquosa de carbonato de sodio 7,5 % (2,0 mL). Para o desenvolvimento da reacao
quimica, os ensaios foram mantidos em repouso por duas horas em ambiente escuro e,
posteriormente, foi realizada a leitura da absorbancia a 740 nm em espectrofotdometro. O teor
de compostos fendlicos foi determinado utilizando uma curva padrdo de acido galico mg/mL
(R? = 0,999). As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em mg de

acido gélico/g de extrato seco.

2.8 Capacidade antioxidante in vitro

2.8.1 Método de Captura do Radical Livre DPPH

A capacidade antioxidante pelo método DPPH foi realizada de acordo com Scherer e
Godoy (2014), a qual consistiu na adicdo de aliquotas (0,1 mL) de extratos em 3,9 mL de
solucdo metandlica de DPPH (0,1 mM). Agitou-se vigorosamente os tubos que,
posteriormente, foram mantidos em ambiente escuro por 90 min. A absorbancia dos ensaios
foi quantificada em espectrofotdmetro (517 nm) e o solvente metanol utilizado como branco.
Todas as analises foram realizadas em triplicata. O indice de DPPH foi calculado através da

equacéo 1:

| % = [(Abso — Abs1)/Absg] x 100 Equacéo 1

onde: Abso e Abs: sdo as absorbancias do branco e da amostra, respectivamente.
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O IC50 indica a concentracdo de extrato suficiente para atingir 50 % de inibicdo do
radical livre DPPH e foi calculado utilizando a equagdo da reta obtida pela curva de
calibracdo (r = 0,912), conforme apresentado na Equagdo 2, onde “b” ¢é o intercepto do eixo y

(P2

e “a” ¢ a inclinacdo da reta.

ICs0 = (50-b)/a Equacéo 2

Os resultados do DPPH também foram expressos em relacdo ao indice de capacidade

antioxidante (ICA) e calculado de acordo com a equacéo 3:

ICA = (concentracdo final de DPPH (pg.mL™)/ ICso(g.mL™Y)  Equagéo 3

2.8.2 Método de Reducéo do Ferro — FRAP

A determinacdo da capacidade antioxidante pela reducdo do ferro foi realizada de
acordo com Rufino et al. (2006), com adaptagdes. As amostras de 6leos (20 pL) foram
diluidas em tween 80 (20 pL) e acetato de etila (0,5 mL) e, em ambiente protegido da luz, foi
adicionado 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP (preparado com 50 mL de
tampdo acetato de sddio 0,3 M, 5 mL da solucdo TPTZ - 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina - 10
mM e 5 mL da solugéo de cloreto férrico 20 mM) as aliquotas (90 uL) das diluigdes de cada
6leo de café. A mistura foi homogeneizada em vortex e mantida em banho maria (37 °C).
Apo6s 30 minutos de reacdo, realizou-se a leitura em espectrofotémetro a 595 nm. O reagente
FRAP foi utilizado como controle. A capacidade antioxidante do FRAP foi calculada
utilizando-se a equacdo da reta obtida por curva analitica (R?=0,931) e os resultados

expresso em UM sulfato ferroso/g de 6leo. Todas as analises foram analisadas em triplicata.

2.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados atraves do teste t-Student com nivel de confianga de 95 %
(p<0,05).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Isolamento e identificacdo dos micro-organismos do bolo

No bolo foram identificados quatro tipos de fungos diferentes (Figura 1). Apds uma
avaliacdo preliminar macroscopica (Tabela 3) e microscopica (imagens A3, B3, C3 e D3 da
Figura 1), as caracteristicas de cada fungo foram comparadas com a literatura (Silveira, 1968;
Jay, 2005; Ribeiro & Stelato, 2011), sendo possivel verificar que todos os fungos encontrados
eram filamentosos e que as cepas pertencem ao género Trichothecium, Aspergillus sp. e

Penicillium sp.

Figura 1. Morfologia das 4 col6nias de fungos encontrados no bolo.

Fonte: Acervo dos autores. Legenda: A - Trichothecium sp.; B e D - Aspergillus sp.; C - Penicillium
sp. Imagens da superficie frontal (A1, B1, C1, D1), traseira (A2, B2, C2, D2) e foto microscopica
aumentada 100 vezes (A3, B3, C3, D3).

O Trichothecium (Figura 1A) é um género comum de fungo com diversas aplicaces

10
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econdmicas, podendo ser aplicado na agricultura, industria de alimentos, controle bioldgico e
medicinal. Os compostos secundarios produzidos por este grupo de fungos geralmente ndo
sdo toxicos aos humanos e, alguns destes, possuem potencial para inibir fungos patogénicos
aos humanos (Balasubramanian et al., 2003).

Algumas espécies de Aspergillus sp. (Figura 1B e 1D) estdo presentes na deterioracao
de alimentos (Vecchia & Castilhos-Fortes, 2007) podendo aparecer na coloragdo amarela,
verde e negra, de acordo com o tipo de alimento (Jay, 2005). O fungo se desenvolve na
presenca de elevadas concentracdes de acgucar (osmofilico) e sal (halofilo), indicando a
possibilidade de extrair gua de substancia com baixa atividade de agua (Tortora et al., 2017).
A colbnia do Aspergillus sp. possui aparéncia aveludada ou cotonosa ou granulosa.
Inicialmente de coloracdo branca, podendo se tornar amarela, verde, marrom ou negra. O lado
reverso da colénia pode ser branco, amarelo ou marrom (Ribeiro & Stelato, 2011).

A col6nia de Penicilum sp. (Figura 1C) possui coloracdo inicial branca, podendo se
tornar verde acinzentada, com extremidades brancas e aspecto pulverizado durante o cultivo
(Ribeiro & Stelato, 2011). Algumas espécies causam a deterioracdo de frutas, vegetais,
conservas e grdos (Tortora et al., 2017). Também podem produzir citrina, toxina do arroz

amarelo e micotoxinas (Jay, 2005).

Tabela 3. Identificacdo macroscopica dos fungos isolados do bolo tipo muffin.

Fungos A B C D
Cor visual Branca Preta Verde acinzentada/ Verde/bordas
bordas brancas brancas
Aspecto Seco Seco Seco Seco
Topografia Plana Plana Convexa Convexa
Borda Irregular Dentada Regular Dentada
Superficie Rugosa Fissurada Fissurada Lisa
Textura Cotonosa  Pulverizada Camurca Pulverizada
Tamanho Pontual Grande Pontual Médio

Pigmentacdo
Ausente Esverdeada Amarela Ausente
(fundo da placa)

Legenda: A - Trichothecium sp.; B e D - Aspergillus sp.; C - Penicillium sp. Fonte: Autores.

O estudo de Ju et al. (2018) corrobora com alguns fungos encontrados neste trabalho,
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pois os autores isolaram os micro-organismos do bolo e encontraram fungos da linhagem
Penicillium spp. e Aspergillus sp. Além disso, no trabalho de Souza e colaboradores (2004),
os autores descrevem Rhizopus spp., Penicillium spp., Eurotium repens e Aspergillus niger,

como fungos que foram isolados de produto de panificacéo.
3.2 Efeito antifungico dos 6leos de café torrado e cru

De acordo com 0 NCCLS (2015), a resposta do micro-organismo em relacéo ao efeito
antimicrobiano do composto testado sobre o mesmo poderd ser resistente, de resisténcia
intermediaria ou de sensibilidade verificado pelo tamanho do halo de inibicdo. Os pardmetros

para verificar o efeito antimicrobiano de um composto estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4. Classificagdo do micro-organismo em relacdo ao composto antimicrobiano testado.

Resistente Intermediario Sensivel
< 12 mm de halo de 13 — 14 mm de halo de > 15 mm de halo de
inibicéo inibicéo inibicdo

Fonte: Adaptado de: NCCLS (2015).

Para o teste de difusdo em batata-dextrose-agar, os Oleos de café cru e torrado nédo
inibiram o crescimento dos fungos do género Trichothecium sp., Aspergillus sp. e Penicillium
sp., em nenhuma das concentracdes utilizadas. As placas que continham oOleo de café
apresentaram crescimento de fungo igual ou superior ao controle. Esse fato pode ter ocorrido
devido aos Gleos de café serem compostos por grande quantidade de triacilglicerois (Speer &
Kolling-Speer, 2006; Cornelio-Santiago et al., 2017), de acordo com o apresentado na
Tabela 1. O trabalho de Luginbuehl et al. (2017) demostrou que, além dos agUcares, 0S
lipideos sdo uma importante fonte de carbono organico biodisponiveis aos fungos. De acordo
com Mehta, Bodh e Gupta (2017), os micro-organismos produzem alta quantidade de lipases.
Estes autores ainda citam que dentre os fungos filamentosos que possuem capacidade de
produzir lipase estdo o Penicillium sp. e Aspergillus sp., e tais lipases sdo capazes de
hidrolisar os triacilglicerdis, além de catalisar uma variedade de reagdes quimicas que incluem
esterificacdo, transesterificacdo, acidolise e aminolise.

Dados da literatura demonstraram a atividade antibacteriana dos 6leos de café cru e
torrado, principalmente ao fato do primeiro composto conter acido clorogénico e o segundo,
diterpenos (Almeida et al., 2006; Araujo, 2014; Stefanello et al., 2019). Mas para fungos, ha
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poucos estudos de atividade antifungica dos 6leos de café e a maioria dos resultados séo de
baixa atividade. Como as estruturas da parede celular das bactérias e dos fungos sdo
diferentes, acredita-se que a inibicdo do crescimento bacteriano pelos 6leos de café cru e
torrado seja mais eficiente que para inibi¢éo fungica.

A literatura reporta que as bactérias contém peptideoglicanos em sua parede celular, a
qual possui como principal fungdo, conferir rigidez estrutural & parede da célula bacteriana e
constituir uma barreira fisica contra 0 ambiente externo, além de servir de suporte para outros
componentes (Vollmer et al., 2008). Para ter acesso a célula bacteriana, os antibioticos
passam pelas porinas (proteinas das membranas), as quais possuem no interior, caracteristicas
hidrofilicas (Guimarées et al., 2010). Entretanto, os fungos possuem quitina presente nas
paredes celulares, que é um polimero de carboidrato (N-acetilglicosamina) de alta massa
molar e que proporciona rigidez e suporte estrutural a parede celular dos mesmos (Gow &
Yadav, 2017). Desta forma, infere-se que os 6leos essenciais possuem melhor atividade
antifungica que os 6leos de café cru e torrado, pois estes apresentam natureza lipofilica maior
guando comparados aos 6leos essenciais obtidos de fontes vegetais.

Entre os principais mecanismos de acdo de compostos naturais sobre os micro-
organismos, tem-se: (i) desintegrar a membrana citoplasmatica e (ii) desestabilizar a forca
préton motriz, o fluxo de elétrons, o transporte ativo e a coagulagdo do contedo da célula.
N&o sdo todos os mecanismos de acdo que agem em alvos especificos, alguns sitios podem ser
afetados em consequéncia de outros mecanismos (Burt, 2004; Araudjo, 2014). Em relacdo a
acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais, uma caracteristica relevante sdo 0s componentes
hidrofobicos que permitem a ruptura dos lipideos da membrana celular bacteriana, causando a
desintegracdo das estruturas e tornando-as mais permeavel (Bagheri et al., 2020;
Bora et al., 2020; Kringel et al., 2020).

3.3 Compostos fenolicos totais

Como pode ser observado na Tabela 5, o resultado dos compostos fendlicos totais para
0 Oleo de café cru foi de 155,76 mg de acido galico/100 g de extrato e para o Gleo de café
torrado foi de 946,84 mg de &cido galico/100 g de extrato, diferindo estatisticamente
(p<0,05). Pelos resultados encontrados foi possivel inferir que os 6leos de café possuem uma
guantidade significativa de compostos fenolicos. Para o Oleo de café torrado, o valor
encontrado de compostos fendélicos foi bem mais elevado que para o éleo de café cru. Esse

fato pode ser atribuido ao processo de torrefacdo que afeta os compostos fendlicos atraves da
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reacdo de Maillard. Tais compostos sdo formados pela degradacéo térmica de carboidratos,
acido clorogénico e ligninas, dessa forma, tanto o tempo como a temperatura de torrefacéo

dos gréos de café interferem na composicéo e no fenol formado (Wong, 2018; Araujo, 2019).

Tabela 5. Concentracdo de compostos fendlicos nos 6leos de café cru e torrado.

Oleos Compostos fendlicos totais (mg de acido galico/100 g de extrato)

Café cru 155,76 + 3,94
Café torrado 946,84 + 24,96

Fonte: Autores. Valores expressos pela média + desvio padrdo (n=3). Dados analisados pelo teste t-
Student (p<0,05).

Para determinar os compostos fendlicos totais utilizou-se o reagente de Folin —
Ciocalteou, que mede a capacidade de um composto ou mistura de compostos em reduzir o
acido fosfomolibidico e fosfotingstico a um complexo de coloragdo azul (Ainsworth &
Gillespie, 2007). Porém, podem haver compostos que ndo séo considerados fenolicos como os
hidratos de carbono, aminas aromaticas, acido ascorbico, entre outros, 0s quais se degradam
facilmente e podem resultar na formacdo de complexos azuis, ocasionando valor excessivo no
resultado de fendlicos totais (Huang et al., 2005).

Além disso, o solvente de extracdo utilizado para extrair os fenolicos totais possui
forte influéncia sobre a determinacdo do mesmo, pelo fato da polaridade do solvente interferir
nos tipos de compostos extraidos (Parry et al., 2005). Desta forma, pode ser que os valores
estdo levemente superestimados. Com certeza uma analise mais refinada e de maior precisao,

como a andlise cromatogréafica poderia elucidar melhor este resultado.

3.4 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante do café tem relacdo direta com a presenca de compostos
fenolicos, principalmente pelos acidos clorogénicos. Os resultados do DPPH foram expressos
em ICsp e o indice de capacidade antioxidante (ICA). O I1Cso (mg &cido galico/g de 6leo) é a
guantidade de amostra necessaria que consegue sequestrar 50 % do radical livre DPPH.
Portanto, valores altos desse parametro indicam menor capacidade antioxidante. Conforme
demonstrado na Tabela 6, os 6leos de café cru e torrado ndo obtiveram diferenga significativa
para 0 ICso. A capacidade antioxidante total tem relacdo direta com o sequestro do radical

livre no caso do DPPH e por inibir a oxirreducdo, no caso do FRAP (Yashin et al., 2013).
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Para 0 método DPPH ndo houve diferenca significativa entre os 6leos. Enquanto para o
método de reducdo do ferro (FRAP), o 6leo de café torrado apresentou maior poder e redugdo

do ferro, ou seja, maior capacidade antioxidante, com diferenca estatistica.

Tabela 6. Valores de ICso pelo método DPPH e de indice de capacidade antioxidante total
pelo método DPPH e FRAP dos 6leos de cafe.

Método
DPPH FRAP
Amostras
ICso0 (mg/g de 6leo) ICA (mg/g de 6leo) (uM sulfato ferroso/g 6leo)
Oleo de café cru 454+0,11"™ 8,86 £0,25™ 63,45+ 154
Oleo de café torrado 282+0,14" 12,44 + 0,46 198,97 + 1,41

Fonte: Autores. Valores correspondentes a média + desvio padrédo (n=3). Dados analisados pelo teste t-
Student (p<0,05). ns = ndo significativo. Legenda; 1Cso — Concentragdo Inibitoria; ICA — Indice de
Capacidade Antioxidante; DPPH - 2,2-Difenil-1-Picril-Hidrazil; FRAP - Ferric Reducing Antioxidant
Power.

O método FRAP apresentou diferenca significativa entre os 6leos analisados, pois
apresenta maior correlagdo com compostos fendlicos e vitamina C do que com outros
antioxidantes, por exemplo. Em estudo da capacidade antioxidante total de extratos obtidos de
frutos de goiaba, pelos métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC, foi verificado que o FRAP foi
a técnica mais reprodutivel e aquela que apresentou uma elevada correlagdo com os teores de
acido ascarbico e grupos fendlicos (Thaipong et al., 2006). O que corrobora com os resultados
obtidos neste estudo, pois a analise do método pelo FRAP, apresentou coeréncia com a
analise dos compostos fendlicos obtidas no item anterior. Ou seja, maior capacidade
antioxidante do 6leo de café torrado em relacédo ao 6leo do café cru.

Além disso, outros métodos podem ser mais sensiveis a alguns compostos especificos,
por exemplo, a acdo do metodo FRAP, € baseada na reducéo do ferro, diferente do método de
DPPH que é baseado na captura do radical organico (Kuskoski et al., 2005). Assim, pode ter
ocorrido significancia pelo método FRAP e ndo ter tido significancia pelo método DPPH para
0s Oleos de cafe, devido a natureza lipofilica dos 6leos.

Com base nos resultados obtidos € possivel inferir que o 6leo de café torrado possui
maior capacidade antioxidante. Esse fato pode ser atribuido aos compostos gerados no
processo de torrefagdo, como os produtos secundarios da reacdo de Maillard, principalmente
as melanoidinas (embora possuem algumas propriedades indesejaveis a saude do

consumidor), que apresentam capacidade antioxidante com efeitos fisiologicos positivos, por
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possuirem grupamentos estruturais como redutonas, enaminas e pirrolequinas que concedem a
molécula forte poder sequestrante de espécies reativas de oxigénio (como por exemplo, 0s
radicais hidroxila, peroxila e anions superoxidos) (Hayase, 1996; Borrelli et al., 2002).

Além disso, outro composto encontrado no café que possui capacidade antioxidante é
a cafeina, a qual é termoestavel e ndo é afetada significativamente durante o processo de
torrefacdo. Estudos demonstraram que o café descafeinado possui menor potencial
antioxidante que o café normal, metabolitos da cafeina como metilxantina e 1-metilurato,
exibiram capacidade antioxidante in vitro (Shi et al., 1991; Farah et al., 2005). Além disso, a
capacidade antioxidante dos 6leos de café possivelmente € inferior a do café. De acordo com
esta informacédo, Affonso et al. (2016) verificaram que o contetdo de fendlicos fica retido na
biomassa residual do café, ndo sendo extraidos com o método de prensagem a frio para a
fracdo Oleo, resultando em baixo valor de fenolicos do 6leo e, consequentemente, menor

capacidade antioxidante.

4. Considerac0es Finais

A partir do isolamento dos fungos do bolo tipo muffin foram encontrados trés géneros
diferentes de fungos: Trichothecium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. Os 6leos de café cru
e torrado ndo apresentaram efeito antifungico contra os fungos isolados do bolo tipo muffin
na analise in vitro. Esse fato pode ter ocorrido devido aos 6leos de café possuirem de forma
majoritaria os triacilglicerideos em sua composicao, que podem ter apresentado a funcéo de
substrato para 0s micro-organismos. Os 06leos de café possuem concentracfes expressivas de
compostos fenolicos, destacando-se o Oleo de café torrado que apresentou concentracao
superior em relacdo ao 6leo de café cru. Através dos métodos antioxidantes testados DPPH e
FRAP, foi possivel verificar que os 0leos de café possuem capacidade antioxidante, dando

énfase ao 6leo de café torrado que foi mais eficiente para 0 método FRAP.
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