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Influéncia do método de extragcao de café
no perfil quimico e atividade antioxidante
“in vitro” e “in vivo” nas bebidas

RESUMO

O café, fruto do cafeeiro (género Coffea), contém sementes que, quando torradas e moidas,
geram uma das bebidas mais consumidas do mundo. Ao consumo do café sdo atribuidos
muitos beneficios a salde, a maioria deles ligados as suas propriedades antioxidantes. Os
componentes do café ligados a essa atividade sdo, principalmente, os polifendis, a cafeina
e as melanoidinas. Assim, esse trabalho objetivou avaliar a atividade antioxidante in vitro e
in vivo de bebidas de café obtidas a partir de diferentes tipos de extragdo. Para isso, foram
preparadas a partir de uma mesma amostra de café torrado e moido bebidas a 10 g/L nas
formas de filtrado (infusdo), fervido (decocgdo) e expresso (pressdo) e foram realizados
testes de atividade antioxidante in vitro (DPPH e ABTS) e in vivo, utilizando-se animais sadios
submetidos a uma dosagem diaria da bebida equivalente a 350 mL para um adulto de 70
kg, em cujos figados foram determinadas as atividades das enzimas catalase e glutationa
redutase e a medida da peroxidagdo por TBARS, além da determinacdo de alguns
parametros bioquimicos no sangue. Nos ensaios in vitro, o café fervido obteve menor
atividade que os demais, sendo que o filtrado apresentou a maior atividade no ensaio de
DPPH e o expresso no ensaio de ABTS. Com relagdo aos parametros bioquimicos, houve
diferencas significativas apenas para a glicemia, que foi maior nos animais controle que nos
tratamentos. Em conclusdo, o café reduziu a glicemia, provavelmente pela presenca de seus
compostos bioativos.

PALAVRAS-CHAVE: café; atividade antioxidante; método de extracdo.
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INTRODUCAO

Café é a bebida obtida a partir da extracdo aquosa das sementes torradas e
moidas do fruto de café, provenientes de uma arvore do género Coffea, familia
Rubiaccea, cujas principais espécies utilizadas sdo a C. arabica e C. canephora var.
robusta (CLARK e MACRAE, 1985).

O café possui varias propriedades bioldgicas, a principal e mais conhecida é
o efeito estimulante do sistema nervoso central, produzido pelo alcaloide purinico
cafeina. Devido a isso, o café esteve por muitos anos ligados a efeitos maléficos a
salude, como elevacdo da pressdo arterial, aumento de risco para doencas
cardiovasculares, irritabilidade e insonia (HIGDON e FREI, 2006). Entretanto,
recentemente, novas propriedades bioldgicas foram atribuidas ao café,
principalmente relacionadas com sua atividade antioxidante (LIMA et al., 2013;
ABRAHAO et al., 2013; MOLLOY et al., 2012).

A atividade antioxidante estd relacionada com a prevencao da formacgdo ou
a desativacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo. Sua formacao
é natural, consequéncia da respiracdo aerdbica, mas seu acumulo provoca efeitos
deletérios, tais como ataques a membranas bioldgicas e 4cidos nucléicos,
favorecendo o desenvolvimento de doencas crénico-degenerativas, como
diabetes, hipertensdo, dislipidemia e alguns tipos de cancer (VAN DEN ENDE,
PESHEV e DE GARA, 2011; SILVA, 2011). Assim, a atividade antioxidante de
produtos como o café podem auxiliar a prevengdo e controle dessas doencas.

No café, a atividade antioxidante estd principalmente ligada a presenca de
polifendis, em especial o acido clorogénico e seus isémeros (LUDWIG et al, 2012;
NISETEO et al, 2012). Porém, também ja foram atribuidos efeitos antioxidantes,
embora em menor grau, a cafeina (VIANA et al, 2012) e as melanoidinas,
substancias formadas durante o processo de torragdo (LUDWIG, 2012; PERRONE,
FARAH e DONANGELO, 2012).

A composicao quimica, e consequentemente a atividade bioldgica do café
pode ser influenciada por diversos fatores, como a espécie utilizada (SOUZA e
BENASSI, 2012), grau de torracdo (DEL CASTILHO, AMES e GORDON, 2002) e as
condigdes de extragdo para preparo da bebida (NISETEO et al., 2012; PARRAS et al,
2007; SANCHEZ-GONZALEZ, JIMENEZ-ESCRIG e SAURA-CALIXTO, 2005). O tipo de
extra¢do é um fator importante, pois € o Unico a ser determinado pelo consumidor
final, que prepara a bebida a seu gosto.

Ainfusdo e a decocgdo sdo as duas extragdes aquosas mais importantes. Na
decoccdo, em geral, a temperatura de extracdo e o tempo de contato tendem a
ser maiores, extraindo substancias diferentes nos dois processos (NISETEO et al,
2012). Em se tratando de café, utiliza-se também a extracdo por dgua pressurizada
(café expresso), que também pode gerar uma bebida com diferentes propriedades
(LIMA et al, 2010).

Para determinar a atividade antioxidante in vitro, varios métodos podem ser
utilizados, dentre eles os métodos de sequestro de radicais livres ABTS e DPPH,
ambos aplicaveis para café (VIGNOLI et al, 2012). Ja para a determinac¢do da
atividade antioxidante in vivo, pode-se administrar cada prepara¢ao a animais de
laboratério, e posteriormente dosear a atividade das enzimas antioxidantes
hepaticas e a medida da peroxidacgao lipidica, para verificar se houve alteragdo da
atividade. Todos esses testes, aliados a caracterizagdo quimica de cada
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preparacao, podem dar base para discutir qual das formas de extracdo favorece
mais a atividade antioxidante (D’ARCHIVIO et al, 2010).

Assim, o objetivo desse trabalho é determinar a influéncia do tipo de
extracdo no perfil quimico e atividade antioxidante in vitro e in vivo de preparagdes
de café, obtidas por infusdo, decoccao e extracdo por pressao.

MATERIAIS E METODOS

SOLVENTES, REAGENTES E SUBSTANCIAS DE REFERENCIA

Os padrodes acido galico, acido clorogénico, e cafeina e os reagentes DPPH,
ABTS e fosfomolibdotungsténio foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich Brasil
Ltda. Os reagentes persulfato de potdssio, cetamina, xilazina, EDTA, fosfato de
potassio dibasico, fosfato de potassio tribdsico, fosfato de sddio dibasico, fosfato
de sédio tribasico, reagente de Bradford, acido tricloroacético, 4&cido
tiobarbiturico, Tris, 1,1,3,3-tetrametoxipropano, peréxido de hidrogénio, NADPH e
GSSG foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Os kits
diagndsticos utilizados para as analises bioquimicas do sangue foram gentilmente
cedidos pela Bioclin (Belo Horizonte, Brasil).

AMOSTRAGEM

A amostra escolhida foi adquirida em um supermercado de Belo Horizonte,
MG, no ano de 2013. As descri¢es presentes na embalagem do produto indicavam
que se tratava de Café Bourbon Amarelo, constituido por 100% de grdos da espécie
Coffea ardbica, produzido na Fazenda Samambaia, localizada no Sul de Minas
Gerais. As caracteristicas sensoriais descritas eram de aroma frutado, corpo médio,
acidez destacada, docura média alta, sabor remanescente prolongado e doce. O
produto apresentava a indicagdo da granulometria como “café moido para
expresso” e torragdao como média e era proveniente da Safra 2010.

PREPARO DAS BEBIDAS

As bebidas de café tradicional filtrado (por infusdo), fervido (por decocg¢édo) e
expresso (por pressdo) foram preparadas de acordo com o método recomendado
pela Associagcdo Brasileira das Industrias de Café - ABIC (ABIC, 2017), com
adaptagbes. Para a preparagao por infusdo, em papel de filtro comercial sobre
porta-filtro, foram colocados para cada 1000 mL de bebida, 100 g da amostra,
sendo que a agua foi vertida sobre a amostra a 90 °C. O filtrado foi recolhido em
béquer. Para a bebida preparada por decoc¢do, em um béquer, foram colocados
100 g do po de café para cada 1000 mL de agua. O conjunto foi levado a ebulicdo
e mantido por 5 minutos apds seu inicio. O béquer foi entdo colocado em repouso
por aproximadamente 10 minutos para proceder a decantacdo do pé. A bebida
café expresso foi preparada utilizando a mesma quantidade inicial de amostra e o
mesmo volume final, em maquina de café expresso (pressdo = 9 bar). De cada vez,
foram colocados 5 g de pé de café no filtro e foram recolhidos 50 mL da bebida no
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bocal, apds o preparo padronizado da maquina, que dura cerca de 10 segundos. O
procedimento foi repetido até se atingir a quantidade final requerida de 1000 mL.

OBTENGAO DO EXTRATO AQUOSO LIOFILIZADO

Cem mL de cada bebida foram transferidos para um béquer, congelados a -
802 C e liofilizados em liofilizador (L101, LIOTOP) até completa secagem. Os teores
de cafeina e acido clorogénico e os fendlicos totais foram determinados neste
extrato.

DETERMINACAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS E QUANTIFICACAO DE CAFEINA
E ACIDO CLOROGENICO POR CLAE-DAD

O perfil cromatografico das bebidas foi determinado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). As amostras foram ressuspendidas em metanol, e 1 mL
de cada amostra foi submetida a centrifugacdo a 10000 rpm por 10 minutos, e o
sobrenadante foi transferido para vials. Para o preparo da curva de calibracao das
substancias de referéncia, foram pesados 2 mg dos padrbes cafeina e acido
clorogénico, diluindo-se em metanol para 1 mL. A partir dessa solugdo, foram
realizadas dilui¢Ges. Essas solucGes foram submetidas a centrifugacdo a 5000 g por
10 minutos, e os sobrenadantes foram transferidos para vials. A CLAE foi realizada
em um cromatdgrafo liquido Waters (Massachusetts, USA), equipado com injetor
automatico, modelo 2695, com detector de arranjos de diodo (DAD) 2996, bomba
L-6200, integrador C-R4A e software Empower para processamento de dados. Foi
usada uma coluna de fase reversa Coluna Spherisorb ODS-1, 4,6 x 250 mm, 5 pum.
O volume injetado foi de 10,0 pL. Como sistema eluente, utilizou-se gradiente de
acido fosfdrico 0,1% em agua e acetonitrila, iniciando com 5% de acetonitrila,
aumentando de forma linear até 40% em 20 minutos, com fluxo del ml/minuto e
temperatura da coluna 402 C. Foi realizada a varredura em comprimento de onda
de 200 a 400 nm, sendo os cromatogramas extraidos em 220 nm.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

ABTS

Para a andlise da atividade antioxidante pela captura do radical 2,20-azino-bis
acido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico (ABTS), foi desenvolvido um método em
microescala, baseado no descrito por Rufino et al. (2007). As amostras liofilizadas
foram ressuspendidas em metanol, gerando solugdes com concentragdes variando
de 6,25 a 50,0 ug/mL. Previamente, foi preparada uma solucgéo do reagente ABTS
pela mistura de 4,912 mL de ABTS 7 mM com 88 L de persulfato de potdssio 140
mM, mantida em repouso por 16 horas, e sendo posteriormente ajustada a sua
absorbancia até o valor de 0,70 + 0,02. Em cada po¢co de uma microplaca de 96
pocos foi adicionada 5 pL da solugdo da amostra em cada uma das concentragées
e 195 ulL da solugdo de ABTS com o ultimo pogo ndo contendo amostra (controle).
A andlise foi realizada em triplicata. A absorvancia foi lida em Leitor de ELISA (U-
2900, HITACHI) a A 734 nm apds 6 minutos da adicdo de ABTS e a capacidade de
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reduzir o radical ABTS (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando a
Equagdo 1.

% Atividade = (Aam / Ac ) x 100 (Equagdo 1)

Em que Aam é a absorvancia lida para a amostra e Ac é a absorvancia lida para
o ABTS sem amostra (controle).

Uma curva de porcentagem de inibicdo do radical ABTS versus concentracao
foi construida por regressdo linear, e o valor da concentracdo eficaz a 50% (CExso)
foi obtido por interpolacgao.

DPPH

Para a analise da atividade antioxidante pela captura do radical DPPH foi
utilizado o método desenvolvido por Henriques, Castilho e Braga (2012), em
microescala. A atividade antioxidante também foi determinada através do radical
livre 2,2-di(4-t-octilfenil)-1-picrilhidrazila (DPPH). Ressuspendeu-se o liofilizado em
metanol (1 mg em 10 mL) ou as substancias de referéncia, cafeina (4 mgem 10 mL)
e acido clorogénico (1 mg em 10 mL), e procederam-se diluicGes dessas solucdes,
obtendo-se 6 concentragées. A cada poco de uma microplaca de 96 pocos,
acrescentou-se 100 ulL das amostras ou padrées e 40 ulL de solugdo de DPPH 40
uM, seguindo-se agitacdo por 1 minuto, incuba¢do por 30 minutos e leitura da
absorbancia em 516 nm. O branco da amostra foi determinado adicionando-se 40
uL de metanol aos pocos (sem adicdo de DPPH), e a absorbancia da solugdo de
DPPH, adicionando-se 100 uL de metanol ao invés da solugdo da amostra. A CEsg
foi determinada através de regressao linear.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VIVO

A experimentacio animal foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG, sob o protocolo de no 34/2011. Foram
utilizados 32 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus), provenientes
do Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG, recém-desmamados e com idades
ente 27 e 32 dias. Os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de
plastico com tampa e bebedouro de metal. Eles foram alimentados, durante todo
o experimento com ragdo de biotério (Labina, PR, Brasil) e dgua ad libitum.

Durante 4 dias foi procedido o periodo de adaptagdo, em que os animais
receberam somente a alimentacdo padrdo. Apds esse periodo, os animais foram
divididos em 4 grupos de 8 animais, e receberam, diariamente, durante 30 dias,
por gavagem, 5 pL/g de peso de cada animal das seguintes bebidas: Grupo 1 —Agua
(controle); Grupo 2 —Café filtrado; Grupo 3 — Café fervido; Grupo 4 — Café expresso.

A quantidade recebida de bebida por animal, diariamente, foi calculada para
simular um consumo de 350 mL de bebida café para um adulto de 70 kg. O
consumo de 300 a 500 mL por dia é o recomendado para se obter efeito
antioxidante (BONITA et al., 2007). O peso dos animais variou de 70 a 490 g
durante os experimentos. Com isso, o volume de café ministrado variou de 0,4 a
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2,5 mL. A cada 3 dias, os animais eram pesados e o volume de café a ser ministrado
era recalculado.

Apds os 30 dias de experimentos, os animais foram submetidos a jejum de 24
horas e anestesiados com inje¢do intraperitoneal de cetamina (80 mg/kg de peso)
e xilazina (16 mg/kg de peso), provenientes de uma solucdo 10 mg/mL de cetamina
e 2 mg/mL de xilazina. Apds esse procedimento, foi retirado, por puncdo cardiaca,
cerca de 8 mL de sangue dos animais, recolhidos em tubos com e sem EDTA, para
gue fossem procedidos os testes bioquimicos.

Constatada a morte do animal, foi feita uma incisdo na linha média do
abdoémen, expondo a cavidade peritoneal. Desta, o figado foi isolado e removido.
Os figados foram entdo congelados em nitrogénio liquido e mantidos em
ultrafreezer a -80 °C até o momento de se preparar a suspensdo de hepatécitos
isolados, utilizada nos testes de peroxidacado lipidica e determinacdo de enzimas
hepaticas.

Teste de parametros bioquimicos nos animais tratados

Utilizando-se kits diagndsticos especificos e seguindo-se as instrugdes do
fabricante, foram realizados os seguintes testes bioquimicos no sangue dos
animais: Glicose, Hemoglobina, Uréia, Magnésio, Proteinas, Albumina, Fosfatase
Alcalina, Amilase e Creatinina. Os kits continham padrdes de concentragdes
definidas e reagentes colorimétricos, sendo as leituras realizadas por
espectrofotometria no UV/visivel, nos comprimentos de onda especificos.

Preparo da suspensdo de hepatdcitos isolados

Para a obtencdo da suspensdo de hepatdcitos isolados, foi utilizado o
procedimento descrito por Lima (2008). O figado foi pesado e homogeneizado com
um volume trés vezes maior que a massa pesada de tampao fosfato de potdssio
(0,1 M pH 7,0), utilizando-se um ultraturrax. O homogeneizado foi entdo
centrifugado a 1010 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e
novamente centrifugado, a 11200 x g, por 20 minutos a 4 °C, retirando-se
novamente o sobrenadante. Desse Ultimo, cerca de 2 mL passou por
ultracentrifugacdo e o restante foi retirado para ser utilizado no teste de TBARS.
Os 2 mL retirados anteriormente passaram por ultracentrifugagdo a 105.000 x g
por 60 minutos a 4 °C. Deste ultimo tratamento, foi obtida a fragdo citosdlica,
utilizada na determinagdo das atividades das enzimas antioxidantes.

Determinacao do teor de proteinas

Todas as unidades de medida dos ensaios enzimaticos utilizam como
denominador a quantidade em massa de proteina, uma vez que se referem a
atividades enzimaticas. Para determinac¢do do teor de proteinas das amostras, foi
utilizado o método de Bradford (1976), com adaptacbes. Para cada uma das
amostras de suspensdo de hepatdcitos ultracentrifugada, 100 pL foram retirados
e diluidos em 900 pL de tampao fosfato 0,1 M. Dessas amostras diluidas, 50 pL
foram aliquotados em tubos falcon e foram adicionados 950 L de dgua deionizada
e 1,5 mL de Reagente de Bradford. Apds repouso de 5 minutos, foi realizada a
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leitura em espectrofotdmetro em A 595 nm. Para interpretacao dos resultados, foi
feita, previamente, uma curva analitica de calibragcdo com soro-albumina bovina,
variando a concentragdo entre 2,0 e 18,0 ug/mL.

Avaliacdo da peroxidacao lipidica pela formacao de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

Para esse teste, foi utilizado método baseado no descrito por Buege e Aust
(1978). Foram aliquotados 100 pL de cada amostra de suspensdo de hepatdcitos
nado-ultracentrifugada e colocados em tubos falcon, adcionados de 1,0 mL de 4cido
tricloroacético (TCA) 12 %. A mistura foi agitada em vortex, e, logo apds, foram
adicionados 900 pL de tampao 60 mM de Tris-HCl (pH 7,4 DTPA 0,01 mM) e 1,0 mL
de 4cido tiobarbiturico (TBA) a 0,73 %. A solucdo foi novamente agitada em vortex
e os tubos foram levados a banho de agua fervente por 1 hora, sendo entdo
resfriados em geladeira por 20 minutos. Subsequentemente, foi feita a leitura em
espectrofotometro em A 535 nm. Para interpretacdo dos resultados, foi feita,
previamente, uma curva analitica de calibracdo com 1,1,3,3-tetrametoxipropano,
gue em meio acido gera MDA, variando a concentragdo entre 0,5 e 2,5 umol/L.

Avaliacdo da atividade das enzimas hepaticas

Catalase (CAT)

Para determinar a atividade da catalase (CAT), foi utilizado método baseado
no descrito por Aebi (1984). Previamente, o meio de reacao foi preparado, com
uma aliquota de 60 pL de perdxido de hidrogénio 35 % sendo transferida para
baldo volumétrico de 100 mL e completando-se o volume com dgua. Em um frasco
ambar, foram misturados 90 mL dessa solug¢do a 5 mL de tamp&o 1M Tris (pH 8,0
EDTA 5mM) e 4 mL de agua. Em microtubos eppendorf, 20 puL da amostra foram
entdo diluidos em 380 uL de tampao 0,1 M fosfato pH 7,0 e 100 puL desta diluigao
foram colocados em cubeta de quartzo. Em seguida, foram adicionados na mesma
cubeta 2,90 mL do meio de rea¢do, procedendo a leitura a A 230 nm,
imediatamente e apds 3 min. A absorvancia final menos a inicial gera o resultado
expresso como AE. O resultado final foi expresso em unidades arbitrarias
(AE/min/g de proteina).

Glutationa Redutase (GR)

Para a determinacdo da atividade da glutationa redutase (GR) foi utilizado
método baseado no descrito por Carlberg e Mannervick (1975). Previamente, o
meio de reacdo foi preparado, com a mistura de 0,0172 g de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH); 0,0654 g de glutationa oxidada (GSSG) e 20 mL de solugdo
de DTPA 0,005 M, em 50 mL de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 e 30 mL de agua
destilada. Em seguida, foram adicionados em cubeta de quartzo 150 pL de amostra
e 2,85 mL do meio de reacdo, procedendo a leitura a A 340 nm, imediatamente e
apds 1 min. A absorvancia final menos a inicial gera o resultado expresso como AE.
O resultado final foi expresso em unidades arbitrarias (AE/min/g de proteina).
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ANALISES ESTATISTICAS
Todas as determinagdes foram feitas em triplicata e os resultados

correspondem a média + desvio padrdo. As médias foram analisadas
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSOES

CAFEINA E ACIDO CLOROGENICO

A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos para as trés bebidas e as
substancias de referéncia avaliadas.

[
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N
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)

Figura 1. Cromatogramas dos extratos de amostra de café arabica (A) — Café filtrado, (B) —
Café fervido, (C) — Café expresso. Picos: 4cido clorogénico (8,0 min) e cafeina (9,5 min).
CondicgGes: coluna de fase reversa Coluna Spherisorb ODS-1, 4,6 x 250 mm, 5 um. O
volume injetado foi de 10,0 pL. Como sistema eluente, utilizou-se gradiente de acido
fosférico 0,1%/H20 (A) e acetonitrila (B), 0 a 5’ — 5% B; 20’ — 40% B, vazdo: 1,0 mL/min.
402 C. Detecgdo: Foi realizada a varredura em comprimento de onda de 200 a 400 nm,
sendo os cromatogramas extraidos em 220 nm.

Os perfis cromatograficos mostraram-se semelhantes entre as trés bebidas,
com picos majoritarios com tempo de retengao e maximos de absor¢do bastante
semelhantes. Os teores de cafeina e acido clorogénico nas bebidas foram
determinados por a partir da area dos picos, através de curvas de calibragdo
tracadas para essas substancias (Tabela 1).

Tabela 1. Teores de cafeina e acido clorogénico para as bebidas de cafés ardbica em
diferentes formas de preparo

(mg/100 g em base seca) Café filtrado Café fervido Café expresso
Cafeina 1379,78+194,66° 1513,54453,61° 1831,82+160,89°
Acido clorogénico 18557,1+2124,39° 22952,4+918,43°  28435,7+1586,97°¢

NOTA: Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

Os resultados indicam que o café apresenta uma quantidade menor de cafeina
independentemente da forma de extracdo. Comparando-se a média das
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concentragdes das trés formas de extragdo, a diferenga nao foi significativa (p <
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0,05). Isso indica que houve pouca influéncia da forma de extracdo em relagdo ao
teor de cafeina. Com relagdo ao acido clorogénico, verificou-se maior teor no café
expresso, o que pode indicar que condi¢des mais intensas (alta pressao) favorecem
a extracdo deste. O acido clorogénico é bastante degradado durante a torragao,
contribuindo amplamente para o aroma e sabor finais da bebida (LIMA et al.,
2010). E importante, porém, constatar a presenca de outros acidos fendlicos no
café, como outros isdbmeros do acido clorogénico e outros derivados do acido
cinamico, que, embora em menor teor em geral no café, também podem
contribuir para a atividade antioxidante (FUJIOKA e SHIBAMOTO, 2008).

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Na tabela 2 estdo representadas as CEsp encontradas para os trés tipos de
extracdo no teste de DPPH e ABTS e também para o acido clorogénico no teste de
DPPH. O CEso da cafeina no teste de DPPH foi maior que 200 pg/mL.

Tabela 2. Determinagdo da atividade antioxidante pelo método DPPH e ABTS para as
bebidas de cafés ardbica em diferentes formas de preparo

Café filtrado Café fervido Café expresso  Acido clorogénico
DPPH 36,96%1,20° 63,00+2,02¢ 30,53+1,72° 5,55+0,18°
ABTS 23,35+1,69° 36,87+3,15¢ 27,12+0,67¢ 12,23+0,68°

NOTA: Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

De acordo com os resultados, ha diferencas estatisticamente significativas
entre os valores de atividade antioxidante obtidos, tanto no ensaio de captura do
radical livre DPPH quanto no ensaio de captura do radical ABTS, para os trés tipos
de preparo da bebida, embora a ordem obtida seja diferente nos dois testes.

Para efeito de comparacdo, os dois testes tiveram seus resultados expressos
em termos de CEsg, em que quanto menor o valor, maior a atividade. No caso do
radical DPPH, o café expresso apresentou a maior atividade, seguido pelo café
filtrado, e por ultimo o fervido. No caso do radical ABTS, verificou-se uma menor
atividade para o café fervido, sendo que para os cafés filtrado e expresso nao
ocorreu variacgdo significativa.

Embora os resultados diferentes obtidos impecam uma melhor avaliacdo
sobre a diferenga entre as atividades antioxidantes dos cafés filtrado e expresso,
comprovou-se que o café fervido possui atividade antioxidante menor. Esse fato
pode ser explicado por uma condicdo mais intensa utilizada na extragdo, pelo
menos com relacdo ao café filtrado, pois na decoccdo a dgua em ebulicdo
permanece mais tempo em contato com o pé do café. Entretanto, de acordo com
esse resultado, pode-se inferir que essa condi¢cdo ndo favoreceu a extracdo de
compostos com atividade antioxidante, mas, provavelmente, acelerou sua
degradacdo.

O café expresso, extraido por pressdo, apresenta condi¢des de extragdo
também mais drdsticas. Embora o tempo de extragao seja menor, a pressao da
agua sobre o pd é maior, possibilitando a utilizagdo de uma temperatura mais alta.
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Entretanto, o fato de os dois testes terem obtido atividades diferentes faz que com
gue ndo se possa ter uma conclusao definitiva, por esse estudo, se essas condi¢des
favorecem a extracdo ou a degrada¢do de compostos com atividade antioxidante.

Outros estudos também mostraram resultados divergentes com relagdo a
esse tema: no estudo de Parras et al. (2007), preparagdes de café filtrado, expresso
e italiano (que também usa como principio a infusdo) foram preparados utilizando-
se em geral 7 g de p6 de café para 40 mL de bebida. Nesse estudo, comparando-
se os tipos de extracdo realizados, constatou-se que o café filtrado teve maior
atividade antioxidante que o expresso. lgualmente, no estudo de Sanchez-
Gonzalez, Jimenez-Escrig e Saura-Calixto (2005), em que foi avaliada a atividade
antioxidante por vdrias metodologias, inclusive ABTS, o café filtrado apresentou
maior atividade que o expresso. Nesse estudo, porém as concentracgdes de pd de
café utilizadas diferiram entre os métodos. Entretanto, no estudo de Niseteo et al.
(2012), utilizando-se uma concentracdo de 5 g de pd de café para cada 50 g da
bebida foi encontrada maior atividade para o expresso, e inclusive o café turco, um
tipo de café fervido, apresentou maior atividade que o filtrado. E importante,
porém ressaltar que nesses estudos foram utilizados sempre equipamentos
eletronicos para o preparo do café, sendo que nenhum deles utilizou o preparo
manual, como no presente estudo.

A concentracdo utilizada no presente estudo foi a recomendada pela
Associacdo Brasileira de InduUstrias de Café (BRASIL, 2017) e sendo assim
corresponde aos habitos da populagao brasileira, o que pode explicar as diferencas
entre as concentragGes utilizadas neste e em outros estudos.

A determinacdo do CEsg, no teste de DPPH, para acido clorogénico e cafeina
puros objetivou avaliar a influéncia desses compostos na atividade antioxidante in
vitro. Com um valor de CEsp bem menor que o encontrado nos trés cafés, o acido
clorogénico demonstrou ter grande influéncia na atividade. Ja a cafeina possui um
CEso muito maior, o que indica que, provavelmente, a cafeina exerce pouca ou
nenhuma influéncia sobre a atividade antioxidante das amostras.

PARAMETROS BIOQUIMICOS

As agbes do café no organismo, sendo elas relacionadas ou ndo a atividade
antioxidante, podem alterar pardmetros fisiolégicos e bioquimicos (Tabela 3).
Assim, a realizacdo de ensaios bioquimicos no sangue dos animais tratados péde
subsidiar discussGes sobre as altera¢des que a atividade antioxidante promove no
organismo, além de outros efeitos do café relacionados a saude.

Ao se fazer a leitura dos testes para a avaliacdo dos parametros bioquimicos
realizados, é possivel observar que somente para a quantificacdo da glicemia
houve diferenca significativa. Os animais controle apresentaram maior glicemia
que os tratados com as bebidas de café obtidas pelos diferentes métodos
extrativos. A glicemia de ratos com livre acesso a alimentagdo e 4gua variade 70 a
135 mg/dL (CAMPOS-FLORIAN et al, 2013), faixa que abrange os valores
encontrados. O efeito hipoglicemiante, foi, portanto, comprovado por esse teste e
pode ser devido a presenca de acido clorogénico, uma vez que, além da agdo
antioxidante, sabe-se que ele inibe transportadores de glicose dependentes de
sodio, podendo interferir na secrecao de peptideos gastrointestinais com efeito
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hiperglicmico (ABRAHAO et al., 2013) e ainda inibe a enzima glicose-6-fosfato, o
que interfere diretamente no metabolismo da glicose (MAHER, 2010).

Tabela 3. Resultados dos ensaios bioquimicos realizados nas amostras de sangue dos
animais tratados

Ensaio Controle Café filtrado Café fervido Café expresso

Glicose (mg/dL) 133,63 +57,24° 88,89+33,47° 7560+ 18,24 73,22 +12,12°
Hemoglobina (g/dL) 14,62 +12,27°  15,02+2,22°  15,42+0,93° 15,69+ 1,83°

Uréia (mg/dL) 52,73 £ 12,04? 54,37 £ 14,12®° 54,03+23,73° 59,67 +£10,02°
Magnésio (mg/dL) 0,28 +0,13° 0,26 +0,11° 0,27 +0,18° 0,30+0,12°
Proteinas Totais (g/dL) 3,58 + 0,56° 3,53 +0,40° 4,06 +0,20° 4,09 +0,20°
Albumina (g/dL) 1,65 +0,33? 1,74 +0,21° 1,56 + 0,18° 1,61 +0,15°
Fosfatase Alcalina (U/L) 32,29 £ 3,51° 38,73 £7,55° 33,27 £ 4,30° 37,01 £ 4,56°

Amilase (U/dL) 0,012 + 0,004° 0,010+0,001* 0,010+0,002* 0,011+0,001°
Creatinina (mg/dL) 0,60 +0,02° 0,55 +0,06° 0,56 +0,13° 0,53 £ 0,08°

NOTA: Médias seguidas por letra mindscula nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

Outros estudos também avaliaram o efeito hipoglicémico do café, gerando,
porém, resultados um pouco diferentes. No estudo de Abrahdo et al. (2013),
verificou-se que a ingestdo de café por 30 dias foi capaz de reduzir a glicemia de
ratos diabéticos, porém, ndo de ratos sadios. Ja Rebello et al. (2011) conduziram
um estudo com humanos asidticos, com populacdo multiétnica, aplicando
guestionario de habitos e realizando testes bioquimicos, e ndo encontrou reducao
de glicemia com o consumo de café, mas alteracGes em outros marcadores do
metabolismo glicémico. A mesma auséncia de interagdo foi obtida nos estudos de
Wedick et al. (2011) e Van Djik et al. (2010). Assim, pouca evidéncia sobre a relagdo
entre o consumo de café e a redugdo da glicemia em individuos saudaveis é
encontrada, mas varios outros fatores de risco do desenvolvimento de diabetes
tipo Il tém sua expressdo modificada com o consumo de café (SMITH et al., 2006).
A relagdo inversa entre o consumo de café e o risco para a diabetes tipo Il é
comprovada por metanalise nos trabalhos de Ding e colaboradores (2014).

Jd em relacdo a outros parametros bioquimicos, Duarte et al. (2009)
conduziram um estudo semelhante ao presente, avaliando colesterol e
triglicérides, acido Urico e parametros hematoldgicos em ratos sauddveis. No
citado estudo também ndo ocorreu diferenca significativa entre os grupos controle
e tratado para ingestdo cronica (30 dias), e houve similaridade entre os valores
obtidos no teste de hemoglobina, Unico ensaio em comum realizado.

Lima et al. (2013) avaliaram a albumina sérica, encontrando diferenca
significativa entre as concentragdes desse componente em ratos tratados com
bebida filtrada de café em relacdo ao controle. Mas nesse estudo, o estresse
oxidativo foi induzido pela administracdo de CCls, ou seja, ndo foram utilizados
animais saudaveis, como no presente estudo.

Ja a uréia no sangue foi avaliada no estudo de Abrahdo et al. (2013), no qual
nao foi encontrada diferenca significativa entre os valores determinados para
ratos, tanto normais quanto diabéticos, tratados ou ndo com bebida de café.
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Amostra

Controle
Café filtrado
Café fervido

Café expresso

A ndo influéncia do consumo do café na maioria dos parametros
bioquimicos, no entanto, se ndo comprova novas propriedades benéficas, também
indica a auséncia de uma toxicidade elevada do café, como era anteriormente
difundido. Assim, reforca-se a utilizacdo do café como um alimento com potencial
atividade biolégica benéfica e reduzido risco.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VIVO

Os valores expressos na Tabela 4 se referem aos testes de atividade
antioxidante in vivo realizados. Na avaliacao dos resultados obtidos, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre o controle e os tratamentos, nem
entre os tratamentos comparados entre si, para os testes de atividade antioxidante
in vivo em extratos hepaticos dos animais tratados. Esse resultado contraria os
ensaios in vitro realizados, que apontam em geral diferenca significativa entre as
atividades das trés amostras. A ndo correspondéncia entre os resultados dos testes
in vivo e in vitro pode ser explicada pela a¢do do metabolismo dos animais
tratados.

Tabela 4. Resultados dos ensaios de atividade antioxidante in vivo realizados nas
amostras de figado dos animais tratados

TBARS (umol de MDA/g de  CAT (AE/min/gde GR (AE/min/g de proteina

figado + DP) proteina = DP) DP)

4,44 +1,31° 349,44 £ 299,11° 378,39 £ 143,012
4,34 £ 0,46° 413,30 + 89,56° 480,97 + 86,72°
5,52 +0,91° 413,52 + 237,507 442,59 + 129,657
5,14 +1,11° 318,98 + 70,89° 349,22 + 62,22°

NOTA: Médias seguidas por letra mindscula nas colunas diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Macedo et al. (2013) desenvolveu um estudo em que foram feitas andlises in
vivo em trés amostras de vinho tinto das quais ja tinha sido feita a avaliagdo da
atividade antioxidante in vitro previamente. Comparando os resultados, também
nao foi observada correlacdo: para a concentragdo de MDA, ndo houve diferenca
significativa entre controle e amostras nem entre as amostras, com excecao
daquela que tinha maior atividade in vitro. Ja no teste da catalase, foi encontrada,
inclusive, uma atividade maior na amostra que tinha menor atividade in vitro,
mostrando, assim, uma ndo correspondéncia entre os resultados obtidos nos
ensaios antioxidantes in vitro e in vivo, assim como no presente estudo. Foi
discutido nesse trabalho que a correspondéncia entre estudos de atividade
antioxidante in vitro e in vivo depende dos marcadores de estresse oxidativo
escolhidos, ocorrendo menor correlacao quando se avaliam as atividades e
expressdes de enzimas antioxidantes.

Segundo os resultados encontrados no estudo de Vicente et al. (2011),
existe um pico de atividade das enzimas antioxidantes hepaticas 1 hora apés o
consumo de café, mas essa atividade diminui apds esse tempo, voltando ao nivel
basal até 4 horas apds o consumo. No presente estudo, os animais passam por um
jejum de 12 horas até o sacrificio, o que diminuiria essa atividade. Entretanto, o
consumo didrio tende a aumentar os niveis basais e a atividade das enzimas
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antioxidantes no figado, como observado no estudo de Carvalho et al. (2011).
Nesse estudo, porém, o tempo, em dias, a que os animais foram expostos ao
tratamento foi maior — 90 dias —, sendo assim encontrada diferenca entre controle
e tratamentos.

Em outros estudos em que foram realizados testes de atividade antioxidante
in vivo, quando considerados somente ratos sauddveis utilizando tratamentos com
bebidas de café filtrado, também nao foi encontrada diferenca significativa entre
controle e tratamentos no teste de TBARS (ABRAHAO et al., 2012; VIANA et al.,
2012). Os mesmos estudos, entretanto, encontraram diferenca quando
compararam ratos com alguma inducdo de estresse oxidativo — diabetes no
primeiro e exercicio fisico extremo, no segundo, o que faz inferir que a diferenca
das atividades antioxidantes de controle e tratamentos se faz sentir em maior
escala quando o estresse oxidativo é induzido.

Com outras amostras que nao o café, também se observa que a atividade
antioxidante se dd em maior grau quando ha inducdo do estresse. Sarkhail et al.
(2007) testou a espécie vegetal Phlomis anisodonta em experimento com ratos
diabéticos, encontrando diferencga significativa para TBARS e para a catalase. Ja
ROESLER (2011), testou a atividade antioxidante in vivo do araticum (Annona
crassiflora), induzindo o estresse oxidativo nos animais previamente com
tetracloreto de carbono (CCls). Em relagdo ao teste de TBARS, para os animais em
que houve a inducdo do estresse, houve diferenca significativa entre o controle e
os tratamentos, mas para aqueles em que nao foi feita essa inducdo, ndo houve.
Em relagdo as enzimas antioxidantes, porém diferengas foram encontradas mesmo
entre controle sauddvel e tratamentos, porém, com diminuicdo da atividade, o que
ndo é esperado.

E importante discutir que ndo foram encontrados estudos que avaliassem, in
vivo, diferentes formas de extra¢do para o preparo do café, ou seja, os estudos
discutidos sdo referentes ao estudo de outros fatores que influenciam a atividade
antioxidante. Tomando-se por base as discussdes relativas a esses experimentos e
os resultados obtidos no presente estudo, embora ndo tenha ocorrido diferencga
significativa entre as atividades antioxidantes in vivo dos grupos controle, café
filtrado, café fervido e café expresso, outros estudos podem ser realizados para
refinar esse resultado, modificando algumas das condi¢des experimentais, como a
modificacdo da relagdo entre a massa de café utilizada e o solvente utilizado, o
aumento do tempo de tratamento ou tempo de andlise apds a ingestdo do café e
a inducao do estresse oxidativo previamente nos animais.

CONCLUSAO

Na avaliagcdo da atividade antioxidante in vitro, o café fervido apresentou
menor atividade nos dois ensaios de atividade antioxidante realizados (DPPH e
ABTS), o que pode indicar que esse método ndo favorece a extracdo, mas
provavelmente acelera a degradacdao, de compostos antioxidantes. Com relagao
aos demais métodos extrativos, foi encontrada maior atividade antioxidante para
o café expresso, no ensaio de DPPH, e ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) no ensaio de ABTS, assim n&o sendo possivel
afirmar com precisdo qual deles possui a maior atividade antioxidante.
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A utilizagdo didria de café, em um periodo de 30 dias, nos ensaios de atividade
antioxidante in vivo reduziu a glicemia dos animais em todos os diferentes
métodos extrativos utilizados. Essa reducdo pode ser consequéncia da atividade
antioxidante do café, como também ser devida a mecanismos de ac¢do especificos
do dcido clorogénico. Com realizagdo aos outros parametros bioquimicos
estudados, verificou-se que a ingestao didria de café nao os influenciou, o que
afasta o risco de toxicidade elevada no consumo de café.

Assim, conclui-se, com a realizacdo desse trabalho, que o consumo da bebida
de café possui importantes beneficios fisiolégicos, e que existe diferencas entre as
atividades antioxidantes in vitro dos diferentes métodos extrativos, mas que, nas
condicbes utilizadas no estudo, houve diferenca significativa para reducdo de
glicemia entre os métodos extrativos na atividade antioxidante in vivo.
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Influence of the extraction method on
chemical profile and “in vitro” and “in vivo”
antioxidant activity of coffee beverages

ABSTRACT

Coffee, fruit of the coffee tree (genus Coffea), contains seeds that when roasted
and ground generate one of the most consumed beverages in the world. To coffee
consumption are attributed many health effects, most of them linked to their
antioxidant properties. The components of coffee linked to this activity are mainly
polyphenols, caffeine and melanoidins. Thus, this study aimed to measure the
antioxidant activity in vitro and in vivo of coffee beverages obtained from different
types of preparation (extraction). For this, were prepared from the same sample
of roasted and ground coffee drinks at concentration of 10 g/L in the forms of
filtered (infusion), boiled (decoction) and espresso (pressure) and were performed
antioxidant activity assays in vitro (DPPH and ABTS) and in vivo using healthy
animals subjected to a daily dosage equivalent to drink 350 mL for an adult of 70
kg, in whose livers were determined the activities of catalase and glutathione
reductase and the extent of peroxidation by TBARS, beyond the determination of
some biochemical parameters in blood. In vitro, boiled coffee had lower activity
than the others, and the filtered coffee showed the highest activity in the DPPH
assay and espresso in the ABTS assay. About the biochemical parameters, there
were significant differences only for blood glucose, which was greater in control
animals than in treatments with coffee. In conclusion, coffee reduced blood
glucose, probably due to the presence of its bioactive compounds.

KEYWORDS: coffee; antioxidant activity; extraction method.
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