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RESUMO
Conforme demonstrado em diversos estudos,
determinadas plantas e alimentos, apresentam

propriedades protetoras a saude devido a presenca de
antioxidantes. Sendo assim, o presente trabalho teve
como objetivo comparar o efeito antioxidante in vitro de
bebidas comercializadas de café, cha verde e cha preto,
utilizando a combinacio de diferentes metodologias.
As bebidas foram preparadas no momento de uso, de
acordo com as especificacoes do fabricante. Foram
realizados testes para determinar o teor de polifendis
nas bebidas, e avaliar o seu poder redutor, bem como
sua capacidade de quelar ions de metais de transicao
(Fe?) sequestrar radicais livres, e inibir a peroxidacio
de lipideos. O café apresentou maior teor de compostos
fendlicos, seguido do cha verde e do cha preto (p<0,05).
A analise dos resultados nao revelou diferencas entre as
trés bebidas analisadas em relaciio ao poder redutor e a
capacidade de inibir a peroxidacio de lipideos (p>0,05).
A bebida de café apresentou uma maior atividade
quelante do que o cha preto enquanto que o cha preto
e o café apresentaram maior capacidade sequestrante
de radicais DPPH em comparacio com o cha verde. Os
dados obtidos permitem sugerir que a bebida de café,
provavelmente por ter maior concentracio de polifenois,
pode ser considerada a melhor no que diz respeito a
atividade antioxidante. Assim, a bebida de café, além
de ser uma das bebidas mais populares do mundo por
seu aroma e sabor, poderia também contribuir para a
prevencio de danos oxidativos de maneira mais eficiente
que os chas analisados neste estudo.
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INTRODUCAO

Atualmente substancias com efeito antioxidante
vém sendo investigadas devido, principalmente, as
descobertas sobre o efeito dos radicais livres (RL) no
organismo. Entre os RL, existem as ERO (espécies reativas
do oxigénio) que promovem reagdes com substratos
biolégicos podendo ocasionar danos as biomoléculas e,
consequentemente, encontram-se relacionadas com varias
patologias, tais como artrite, doengas cardiovasculares,
cancer, AIDS e diabetes mellitus (Sies, 2005; Barreiros et
al., 2006; Tomei & Salvador, 2007).

Metabolitos secundarios de plantas contendo
anéis aromaticos e grupos hidroxila, como os compostos
fenolicos, tem sido alvo de diversas pesquisas devido as
suas fungdes bioldgicas na neutralizagdo de RL (Mckay &
Blumberg, 2002; Moon & Shibamoto, 2009; Oliveiraetal.,
2009). Neste sentido, café e chas amplamente consumidos
em paises orientais e ocidentais, tém sido reconhecidos
pelos seus beneficios a saude humana devido a presenga
de antioxidantes em sua composi¢do (Alves et al., 2009).

Efeitos benéficos foram comprovados em um
estudo realizado em pacientes que consumiam quantidades
elevadas de cha verde e observaram a diminuicdo no
nimero de mortes por cancer e doencas relacionadas
com o envelhecimento. Este trabalho sugere que o
consumo diario de cha verde deve ajudar a prolongar a
vida evitando uma morte prematura, particularmente
causada por cancer (Machado et al., 2007). Outros
autores relatam que da mesma forma que o cha verde, o
cha preto ¢ utilizado como quimioprotetor e foi testado na
inibigdo da carcinogénese hepatica, pulmonar e estomacal
induzidas pela dietil-etil-nitrosamina (10mg/kg) em ratos
(Schmitz et al., 2005). A diferenca entre estes tipos de
cha reside no processamento: o cha verde ¢ constituido
das folhas verdes ndo fermentadas enquanto que o cha
preto sofre fermentagdo completa, processo que implica
em modificagdes bioquimicas importantes e também em
alteracdes relacionadas a adstringéncia, cor, aroma e
sabor (Cheng, 2006).
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Rico em substincias Dbiologicamente ativas
como acido clorogénico (ACG), cafeina e produtos da
reagdo de Maillard (PRM), o café se destaca entre os
maiores contribuintes para a ingestdo de antioxidantes
em diversos paises (Farah et al., 2006). O ACG ¢ capaz
de gerar efeitos biologicos importantes como antiglicante,
anticarcinogénico, anti-hipertensivo, antibiotico, dentre
outros (Verzelloni et al., 2011). Farah et al., (2006)
relatam que dependendo do grau de torra dos graos e da
forma de preparo, a incorporagdo dos compostos presentes
nos grdos de café ocorre em concentragdes variaveis.
Porém, conforme pesquisa desenvolvida por Ranheim &
Halvorsen (2005), a cafeina destaca-se como um composto
com atividade pouco afetada pela torrefagao.

Assim o objetivo deste estudo foi comparar o efeito
antioxidante in vitro das bebidas de café, cha verde e cha
preto utilizando a combinagao de diferentes metodologias.

MATERIAL E METODOS

Matéria prima

As bebidas concentradas de café (Coffea arabica L.)
e de chas preto e verde (Camellia sinensis) foram produzidas
e envasadas pela Industria de Produtos Alimenticios Café
Campinho Ltda. e adquiridas no comércio local da cidade
de Alfenas-MG. No momento do uso foram diluidas
conforme especificado nos rétulos das embalagens.

Determinagdo do teor de polifendis

A concentragdo de compostos fendlicos totais das
bebidas foi determinada como descrito por Woisk & Salatino
(1998). Aliquotas de 0,1 mL de cada bebida, prontas para
o consumo, foram transferidas para tubos ensaio de 25 mL
devidamente identificados. Posteriormente, adicionou-se
0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu® diluido em agua
(1:10). Apos oito minutos, foram adicionados 0,4 mL de
solug@o recém-preparada de carbonato de sddio a 4% (m/v)
¢ os tubos mantidos no escuro a temperatura ambiente por
2 horas. Decorrido o tempo, a absorbancia foi determinada
utilizando-se um espectrofotometro Shimadzu UV/Visivel,
a 740 nm contra um branco constituido por agua ¢ todos
reagentes no lugar da amostra e comparada com a curva
padrdo de acido tanico. A partir da equaga@o da reta obtida,
foi realizado o calculo do teor de polifendis expressando os
resultados em g de 4cido tanico/100g de amostra.

Avaliagdo do poder redutor

A avaliagao do poder redutor foi realizada de acordo
com Yen & Chen (1995) com modificagdes. Aliquotas
de 0,5 mL das bebidas prontas para consumo foram
adicionadas a 0,5 mL de agua. Desta solugdo, retirou-se 10
pL e adicionou-se 990 pL de etanol. Em seguida, foram
acrescentados 2,5 mL de PBS e 2,5 mL de ferricianeto
de potassio (1%). Os tubos foram agitados ¢ colocados
em banho-maria a 50° C por 30 minutos. Decorrido este
tempo, foram adicionados 2,5 mL de acido tricloroacético
(10%) e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm. Um
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volume de 2,5 mL deste material foi colocado em tubo de
ensaio com 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto
férrico a 0,1% (p/v). As absorbancias foram lidas em um
espectrofotometro Shimadzu UV/Visivel em comprimento
de onda a 700nm. Foi utilizado como padrao BHT a 1% na
mesma concentra¢ao referente as amostras.

Avaliagdo da atividade quelante de metais (Fe’*)

Este ensaio foi realizado, para cada bebida, de
acordo com a metodologia descrita por Tang et al., (2002)
com algumas modifica¢des aplicadas no estudo de Abrahdo
et al. (2012). Cada amostra foi diluida em etanol na
propor¢ao de 1:2 (v/v). Retirou-se desta solug@o, 1 mL que
foi transferida para tubos de ensaio ambar de 25 mL. A eles
foram acrescentados 3,7 mL de dgua deionizada; 0,1 mL de
FeSO4 (Fe**) 2 mM e 0,2 mL de ferrozina (3-(2-piridil)-
5,6-bis(4-acidofenil-sulfonico)-1,2,4-triazina; reagente
cromogénico) 5 mM. O branco, neste teste, foi feito pela
substituicao de 1,0 mL da amostra por agua deionizada. A
mistura foi agitada e apos 20 minutos feita a leitura em 562
nm. Utilizou-se EDTA (200 mg mL-1) como controle. A
atividade do controle foi considerada 100% e a atividade
quelante (%AQ) das amostras foi calculada segundo a
equagao:

AQ (%) = 100-[(Ac-At)/Ac]*x100, onde: AQ ¢ a
atividade quelante de Fe?*; Ac ¢ a absorbancia do controle;
e At ¢ a absorbancia teste (amostras).

Avaliagdo da atividade sequestrante de radicais

livres
A atividade sequestrante de radicais livres

1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Hatano et al., (1988), com
modificagdes. As bebidas preparadas foram diluidas em
etanol e resultaram solu¢des nas seguintes concentragdes
0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 % v/v. Foram adicionados em
cada tubo 1,0 mL das bebidas diluidas acrescidos 1,0
mL da solugdo etandlica de DPPH 0,02% (p/v) recém-
preparada. O material apos agitagdo, foi deixado em
repouso, sob protecdo da luz e a absorbancia foi lida em
espectrofotometro, UV/Visivel Shimadzu, ap6s 30 minutos
em 517 nm. Decorrido 20 minutos, realizou-se a leitura
em 525 nm. Juntamente, foi preparado o branco feito com
etanol e controle constituido por BHT. A capacidade de
sequestro de radical DPPH foi calculada de acordo com a
equagado abaixo:

Capacidade de sequestro de radical DPPH (%) =
[(A0O-A1)/A0 ]100, Onde: A0 foi a absorbancia do controle
e Al a absorbancia na presenca da bebida.

Determinagao da inibigdo da peroxidagdo lipidica in vitro

A fim de determinar se a bebidas de café e de chas
(preto e verde) sdo capazes de reduzir o estresse oxidativo,
foi analisada a peroxidagao de lipideos em homogeneizados
de cérebro de ratos, sendo determinada pela formagao de
substancias reativas com acido tiobarbitirico (TBARS), de
acordo com Winterbourn et al., (1985).
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Os produtos da peroxidagdo de lipideos reagem
com acido tiobarbiturico, produzindo um composto que
apresentam absorbancia a 535nm. A concentragao de TBARS
foi calculada a partir da curva padrdo de dialdeido mal6nico
(MDA, 1,1,3,3 tetraetoxipropano) (Brown & Kelly, 1996). A
inibi¢do da peroxidacao lipidica, apos a adi¢ao de 10 puL das
bebidas, foi considerada como atividade antioxidante, sendo
calculada como porcentagem de inibi¢do da peroxidagdo de
lipideos, por comparagdo ao controle.

% inibicdo = [(Ac-At)/Ac]x100, onde: Ac ¢é a
concentragdo de TBARS do controle; e At é a concentragao
de TBARS do teste (amostras).

Para este ensaio, foram utilizados ratos adultos
machos Wistar (Rattus norvegicus), pesando 270 + 20g,
obtidos apos a aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas,
pelo registro n° 522/2013. Os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e em seguida foram retirados os
cérebros, os quais foram pesados, homogeneizados com PBS
0,1M, pH 7,2 e utilizados no experimento.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do
programa Statistica®, versao 6.0. Aplicou-se analise de
variancia (ANOVA), sendo que as diferengas significativas
foram determinadas pelo teste de Tukey. Diferencas entre
médias a um nivel de 5% (p < 0,05) foram consideradas
eStatisticamente  significativas. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

RESULTADOS

Teor de polifenois

Determinou-se o teor de compostos fenolicos totais
dos diferentes tipos de bebidas: café, cha preto e cha verde
(Figura 1). Houve uma variacdo significativa nos teores
de compostos fenodlicos entre as amostras analisadas.
Dentre as bebidas, o café mostrou-se com maior teor de
compostos fenolicos, seguida do cha verde e do cha preto,
respectivamente.

Atividade antioxidante

Os resultados da avaliagdo da atividade antioxidante
obtidos por meio das diferentes metodologias utilizadas
neste estudo estdo expressos na tabela 1 e figura 2.

A bebida de café apresentou uma maior atividade
quelante do que o cha preto enquanto que o cha preto ¢ o
café apresentaram maior capacidade sequestrante de radicais
DPPH em comparagdo com o cha verde. Em relagdo ao
poder redutor e & inibigdo da peroxidacao lipidica nenhuma
diferenga significativa foi observada entre as bebidas.

DISCUSSAO
Os compostos fenolicos, sendo um dos maiores

grupos de componentes dietéticos ndo essenciais, tém
suas pesquisas justificadas por apresentarem potencial de
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Tabela 1 - Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro das
bebidas, prontas para o consumo, de café, cha verde e cha
preto.

. . Atividade Inibicdo da
Bebidas Poder redutor (%) quelante (%) ﬂ;rlgfég:}%zt;
Café 59,7 +2.33a 27,7+ 1,7a 26,87+ 1,33a
Cha preto 61,56 +0,51a 19,7+ 1,16b 29,09 + 2,76a
Cha verde 60,33 +0,28a 23,63 +2,7ab 27,76 £ 1,55a

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P <0,05).

Figura 1 - Conteudo de polifenois (e eg. acido tanico/mL)
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Letras diferentes indicam sifnificativa (p < 0,01)

Figura 2 - Poder redutor (expresso em % de BHT utilizada
como padrdo) das bebidas de café, cha preto e cha verde
(%).
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utilizagdo na conservagdo da qualidade de alimentos assim
como por estarem associados a prevengao de doengas cronico-
degenerativas, como aterosclerose e cancer (Cabrera et al.,
2006; Coutinho et al., 2009). A bioatividade destes compostos
pode estar relacionada com seu potencial antioxidante aos
quais sdo atribuidas as seguintes caracteristicas: atividades
quelante de metais, inibidora da peroxidagdo de lipideos
e sequestrante de radicais livres. Contudo, os compostos
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fenolicos podem também promover reagdo oxidativa in vitro
(Yen et al.,1997).

Comparando os resultados encontrados na literatura
cientifica atual, Richelle et al., (2001) demonstraram que o
café possui maior teor de polifendis em relagdo aos chas, o
que corrobora com o presente estudo. O mesmo foi observado
no estudo de Fukushima e colaboradores (2009), ao avaliar
o teor de compostos fenolicos de bebidas consumidas pela
populagdo japonesa, em que o café apresentou maior teor
de polifenois totais (200 mg/100 mL), seguido do cha verde
(115 mg/100 mL). Além disso, estes autores verificaram
que o teor de polifendis apresentou boa correlagdo com a
atividade sequestrante de radicais livres. Moraes de Souza et.
al. (2011) encontraram maior teor de compostos fendlicos no
cha verde em comparag@o com o cha preto de trés diferentes
marcas adquiridas no comércio de Piracicaba. O mesmo foi
observado no estudo de Atoui e colaboradores (2005).

O poder redutor indica atividade antioxidante.
Embora exista diferenga significativa no teor de polifendis
totais nas bebidas analisadas, esta diferenca ndo foi
suficiente para justificar o poder redutor apresentado. Isso
pode ter ocorrido devido aos diferentes tipos de compostos
fendlicos e as variagdes nas estruturas quimicas dos mesmos
(Richelle et al., 2001; Williams et al., 2004). Neste sentido,
a quantificagdo de compostos fenodlicos totais representa
somente um dos pardmetros para avaliar a atividade
antioxidante (Moraes de Souza et. al., 2011).

Apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa
entre as bebidas de café e cha verde e entre cha verde e
cha preto, observou-se que a bebida de café¢ apresentou
uma maior atividade quelante em relagdo ao cha preto.
Por outro lado o cha preto e o café apresentaram maior
capacidade sequestrante de radicais DPPH em comparagio
com o cha verde. Isto poderia ser justificado pelo menos
em parte pelo conteido de polifenodis nas bebidas. Estes
resultados demonstram que a bebida de café analisada neste
estudo apresentou maior atividade antioxidante em relagdo
as demais e pode contribuir para a quelagdo de metais de
transicdo, que em excesso podem levar a peroxidagdo
lipidica, com consequente lesdo as membranas plasmaticas
e a oxidagdo do DNA. Richelle et al., (2001) observaram
que as bebidas de café podem inibir a oxidacdo de lipideos,
resultado provavelmente, devido a agdo de varios compostos
polifendlicos.

As bebidas de café, cha preto e cha verde
apresentaram uma forte atividade antioxidante in vitro,
demonstrada através do poder redutor, poder quelante de
metais, atividade sequestrante de radicais DPPH e inibigdo
da lipoperoxidacdo em cérebro de ratos. Esta atividade foi
dependente da concentragdo demonstrada através da analise
sequestrante de radicais DPPH.

A atividade antioxidante das amostras variou
conforme a metodologia utilizada, o que demonstra a
importancia da realizagdo de mais de um tipo de analise
para a determinagdo desta atividade. Segundo Tomei &
Salvador (2007), cada tipo de metodologia apresenta suas
vantagens e desvantagens. Além disso, alguns testes podem

170

ser relacionados, pelo menos em parte, com o conteudo
de polifenois totais nas bebidas como o poder quelante de
metais ¢ sequestrante de radicais. No entanto, vale ressaltar
que além da concentrag@o de fenois, a posi¢ao e numero de
hidroxilas presentes nestas moléculas sdo fatores relevantes
para esta atividade.

De acordo com os resultados demonstrados neste
estudo, observou-se que a bebida de café apresentou maior
teor de polifendis que as bebidas de cha verde e cha preto.
Provavelmente devido este fato, a bebida de café, apresentou
maior atividade quelante de Fe** e sequestrante de radicais
livres. Sendo assim, concluimos que a bebida de café
analisada pode ser considerada melhor que os chas no que
diz respeito a atividade antioxidante.

Embora a bebida de café seja amplamente consumida
por todas as classes sociais devido ao seu aroma e sabor,
ainda existem muitos mitos criados a respeito de seus efeitos
benéficos a saude. Nossos resultados sugerem que além
da bebida de café ser uma possivel fonte de antioxidante
dietético, o seu consumo poderia contribuir para prevenir ou
adiar o inicio de doengas degenerativas.

ABSTRACT

Determination of In vitro antioxidant activity of the
beverages of coffee, green tea and black tea

Numerous studies have demonstrated that certain plants
and foods exhibit health protective properties due to the
presence of antioxidants. In this sense, the present study
aimed to compare the in vitro antioxidant effect of the
commercialized beverages of coffee, green tea and black
tea by using a combination of different methodologies.
The beverages were prepared at the time of use,
according to the manufacturer’s specifications. We
determined the polyphenol content in the beverages and
examined their reducing power, as well as their ability
to chelate transition metal ions (Fe?'), scavenge free
radicals, and inhibit lipid peroxidation. The beverage
of coffee contained the highest amounts of phenolic
compounds, being followed by green tea and black tea
(p<0.05). The results revealed no differences among
the three beverages regarding their reducing power
and lipid peroxidation-inhibiting activity (p>0.05). The
beverage of coffee displayed higher metal chelating
ability than black tea. The beverages of black tea and
coffee scavenged DPPH radical more effectively than
green tea. The data obtained suggest that the beverage
of coffee can be considered the best one regarding the
antioxidant activity, probably due to its highest content
of polyphenols. Thus, the beverage of coffee, one of the
most popular beverages in the world for its aroma and
flavor, could also contribute to prevent the oxidative
damage more efficiently than the teas analyzed in this
study.

Keywords: Antioxidants. Coffee. Green tea. Black tea.
Phenolic compounds.
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