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RESUMO 

Desenvolvimento de fibra prebiótica derivada de subproduto da cadeia agrícola 

brasileira: Polpa de Coffea arabica (café) 

O Brasil ocupa hoje a posição de maior produtor mundial de café. Nesse sentido, 

tudo o que é produzido para o consumo do grão, é também desperdiçado no que diz 

respeito ao restante da planta. A polpa do café é um resíduo alimentar e com amplo 

potencial de ser utilizado como alimento funcional, por sua ação prebiótica. O consumo 

de alimentos prebióticos está principalmente associado à fermentação da microbiota 

intestinal e, portanto, à produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Os estudos 

realizados até o momento por nosso grupo de pesquisa mostram que o resíduo de café 

arábica possui grande quantidade de fibras em sua constituição, substrato principal para 

a fermentação pela microbiota. Desta forma, o projeto analisou o comportamento de 

doze bactérias da microbiota intestinal, assim como a produção de acetato, propionato 

e butirato após a administração do resíduo de café arábica. Foram realizados estudos in 

vitro, através da fermentação de diferentes concentrações do produto, e estudos in vivo, 

por meio da administração de resíduo de café em camundongos C57/Bl6. Nos estudos 

in vitro, a utilização do resíduo do café na concentração 100 mg/ml promoveu resultados 

promissores sobre a produção dos três AGCCs analisados, alcançando níveis iguais ou 

superiores aos de inulina, padrão ouro de prebióticos no mercado. Para os estudos in 

vivo, não houve modulação na produção de AGCCs, no entanto, principalmente o gênero 

Bifidobacterium foi modulado de maneira significativa. Os resultados que demonstram 

a ação prebiótica do resíduo do café, sugerem maiores investigações sobre sua ação em 

modelos experimentais de doenças associadas à microbiota intestinal. 

 

Palavras-chave: resíduo de café; prebiótico; fermentação; ácido graxo de cadeia curta; 

microbiota intestinal. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Brazil is currently the leading coffee producer in the world. Everything that is 

produced and used as grain, is also wasted as the rest of the plant. Coffee pulp is 

characterized as food by product and has great potential to be used as a functional food, 

with prebiotic activity. Prebiotics consumption is primarily linked to and increase of short 

chain fatty acids (SFCAs) production (acetate, propionate and butyrate), by the intestinal 

microbiota metabolism. Recent studies conducted by our research group has 

demonstrated that coffee pulp contains notable amounts of dietary fiber in its 

constitution, serving as a key substrate for microbiota fermentation. Therefore, this 

project evaluate the behaviour of twelve bacteria species from intestinal microbiota, and 

the subsequent SCFAs production after coffee administration. In vitro experiments were 

performed through fermentation of different concentrations of coffee by product, while 

in vivo experiments were studied through the administration of coffee by product in  

C57/Bl6 mice. In in vitro studies, coffee by product group at concentration of 100 mg/ml 

demonstrated important results on the three SCFAs production at similar level of inulin, 

the main market prebiotic product. Although in vivo studies did not demonstrate 

modulation in SFCAs production, there was a significantly increase in Bifidobacterium 

genera. These results indicate the potential prebiotic activity of coffee by product, 

however, further investigations are needed to elucidate its effects in experimental models 

associated to intestinal microbiota-related diseases. 

 

Key words: coffee by product; prebiotic; fermentation; short chain fatty acids; 

intestinal microbiota.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

Cerca de um terço de toda produção agrícola mundial é desperdiçada durante 

seu processamento, gerando cerca de 1,3 bilhões de toneladas de resíduos alimentares 

não aproveitados anualmente (1). A maior parte dessas perdas ocorre durante o 

processamento agrícola, que envolve o plantio, colheita, transporte, armazenamento, 

distribuição, conservação e também o consumo (2). Resíduo alimentar é o termo 

designado a todo e qualquer resto orgânico oriundo de transformações de matérias-

primas em produtos alimentares.  

A Comissão Europeia prevê que os resíduos alimentares possam ser geridos 

como um importante recurso, tornando-se opções atraentes para o mercado em geral 

(3). A valorização dos resíduos da produção agrícola mundial, torna-se uma saída 

otimizada e vantajosa, econômica, social e ambientalmente, uma vez que reduz custos, 

reaproveita e redireciona recursos, além de ser uma estratégia de inovação interessante 

para as esferas citadas anteriormente. 

Especificamente em relação ao café arábica (Coffea arabica), o mesmo é 

caracterizado por ser uma das commodities mais consumidas ao redor do mundo (4). A 

produção mundial de café na safra de 2023/2024 está estimada para totalizar cerca de 

171,4 milhões de sacas, ou 10,3 milhões de toneladas (5). O Brasil em especial, é o maior 

produtor de café do mundo (café arábica e conilon), sendo detentor de cerca de um terço 

da produção mundial, e o café um dos principais produtos para o agronegócio brasileiro 

(6). Em 2018, o Brasil produziu uma safra recorde de grãos estimada em 58 milhões de 

sacas ou 3,5 milhões de toneladas, com 75% correspondente ao tipo arábica (7). 

A utilidade do café na indústria está majoritariamente atrelada ao seu consumo 

como bebida e, portanto, ao consumo estrito do grão. Entretanto, a relação de 

proporção das partes da planta, de polpa e de grão, é cerca de 1:1, ou seja, de tudo 

aquilo que é produzido, parte também é sub-aproveitado ou simplesmente descartado 

enquanto resíduo alimentar (8). As vias mais comuns para o aproveitamento deste tipo 
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de resíduo são a alimentação animal, a incineração e a compostagem, embora nem 

sempre demonstram eficiência e acarretam custos elevados (9). No entanto, é também 

muito comum o descarte inapropriado, que, invariavelmente torna-se fonte de 

contaminação ambiental. Há grandes riscos ambientais atrelados à contaminação de 

resíduos orgânicos por microrganismos, por suas altas concentrações de substâncias e 

compostos fermentativos, e consequentemente riscos de contaminação do solo, 

lixiviação de toxinas e matéria orgânica em excesso para o solo e corpos d’água próximos 

(8), além de ocupar extensas áreas em termos de despejo. 

A polpa do café representa de 39% a 49% da massa do fruto fresco e se 

caracteriza como um resíduo rico em nutrientes e compostos úteis que não são utilizados 

nesta primeira etapa de processamento (1). Com o reaproveitamento dos resíduos, em 

posterior etapa, é possível alcançar obter subprodutos, os quais representam os resíduos 

alimentares que contêm substratos potencialmente úteis, que podem ser avaliados 

quanto sua funcionalidade e gerarem novos produtos com alto valor agregado (10). Ou 

seja, dependendo da matéria-prima, um resíduo pode conter vários nutrientes básicos, 

como proteínas, lipídios, minerais e carboidratos, e ainda pode incluir outras classes de 

substâncias, tais como carotenoides, compostos polifenólicos, peptídeos, entre outros, 

e especialmente fibras alimentares com potenciais efeitos farmacológicos. 

O principal e primário objetivo da alimentação é a garantia de substrato 

energético suficiente para o funcionamento do metabolismo e, portanto, para o 

desempenho de atividades sistêmicas básicas. No entanto, produtos incorporados à 

dieta podem gerar efeitos, além daqueles estritamente nutricionais. Os alimentos 

funcionais são introduzidos de maneira a sobrepor tal função, e apresentam viabilidades 

que vão além do amparo energético fornecido pelo alimento. 

Alimentos são classificados como funcionais se tiverem capacidade de modular 

beneficamente uma ou mais funções no organismo, além de seu benefício nutricional 

intrínseco, como o aprimoramento da saúde e bem-estar físico, assim como no papel 

preventivo e ou redutor no risco de desenvolvimento de doenças (11). 

Alimentos funcionais geralmente são categorizados como produtos de origem 

natural, com a possibilidade de serem ou não modificados, por meio da adição ou 
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retirada de componentes. Além disso, o FUFOSE (Functional Food Science in Europe) 

define alimentos funcionais como:  

● Alimentos que fazem parte da dieta usual diária de uma população; 

● Compostos naturais, podendo ser modificado quanto a seus componentes; 

● Terem efeitos nutricionais intrínsecos, além de promover beneficamente o 

bem-estar e saúde e terem efeitos na redução de risco de doenças; 

● Ter embasamento científico de suas funções e alvos fisiológicos. 

 

É importante que o efeito farmacológico seja demonstrado em quantidades 

consumidas diariamente por uma pessoa através da dieta, e não pela ingestão 

concentrada de pílulas ou suplementos, visto que alimentos funcionais devem ser 

considerados e consumidos como alimentos convencionais (12). Por outro lado, o uso 

de resíduos alimentares não contemplaria o primeiro item da definição clássica de 

alimentos funcionais. No entanto, estudos de resíduos alimentares do ponto de vista 

farmacológico perimitiram sua categorização como alimento funcional, os quais 

poderiam ser incorporados no desenho de novos alimentos com propriedades 

nutricionais e benéficas ao bem-estar e à saúde, assim como na redução no risco de 

doenças. 

Em adição, a demanda da população por produtos naturais e nutritivos, com foco 

na qualidade de vida e bem-estar tem crescido exponencialmente nas últimas décadas, 

por reflexo de uma sociedade mais preocupada com a saúde e longevidade (13). A 

procura por produtos que auxiliam a manutenção da vida, concomitantemente ao 

desejo na redução no consumo de fármacos convencionais (muitas vezes de uso crônico 

e vinculados a efeitos adversos), indica a necessidade de um aprimoramento ao ramo da 

biotecnologia, com desenvolvimento de novos produtos a serem explorados e 

comercializados, como estratégia de inovação para a indústria alimentícia e farmacêutica 

(14). 
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Além do grande potencial comercial dos alimentos funcionais, é importante 

apontar que são produtos que podem ser manipulados em grande escala, a baixo custo 

e com pequeno ou nenhum impacto ambiental (15). Dessa forma, o desenvolvimento de 

um subproduto derivado do setor agrícola brasileiro, tal como o resíduo do café arábica, 

é uma estratégia inovadora e potencialmente útil para o desenvolvimento de novos 

produtos com potencial farmacológico. 

Ao longo do processo evolutivo, os mamíferos e os microrganismos que os 

habitam, evoluíram a ponto de serem considerados organismos simbióticos (16). Esta 

interação, que envolve diversas comunidades microbiológicas, ocorre em diferentes 

sítios do organismo humano, como nas cavidades oral (17), vaginal (18), na pele (19), e 

especialmente no intestino, onde ocorre a maior e mais variada interação simbiótica 

entre estes organismos. Estima-se, embora muito discutido, que cerca de mil espécies 

de bactérias habitam esse ambiente, com 10 trilhões de organismos presentes, contando 

também com a presença de vírus, fungos e protozoários (20). Dentre as bactérias que 

compõem o ecossistema microbiano, a maioria pertence aos filos Firmicutes (bactérias 

gram positivas) e Bacterioidetes (bactérias gram negativas). Entre essas primeiras, as 

classes Bacilli, Clostridia e Mollicutes são as mais encontradas, enquanto que no filo 

Bacterioidetes, se destacam as Bacterioides, Flavobacterias e Sphingobacterias (21). 

A microbiota intestinal (assim chamada a população de microrganismos do TGI) 

contém cerca de 10 vezes mais genes que o genoma do hospedeiro humano (20). A 

microbiota intestinal é responsável por variadas funções fisiológicas essenciais para o 

hospedeiro, muitas das quais não estão codificadas no genoma humano. Dessa forma, 

devido à simbiose dos organismos, a microbiota é também referida como um “órgão 

metabólico” (22). Em função desta intrínseca interação, o ecossistema microbiano está 

atrelado a condições de saúde e bem-estar dos hospedeiros, assim como relacionado ao 

aparecimento de algumas doenças. 

A microbiota intestinal atua sob diversas formas no organismo, principalmente 

vinculadas ao sistema imunológico. Benefícios tais como imunomodulação, proteção 

contra patógenos, produção de vitaminas essenciais, são alguns exemplos (23). A função 

em foco neste estudo está na fermentação pela microbiota intestinal de polissacarídeos, 
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carboidratos não digeríveis pelo trato gastrointestinal do hospedeiro. Alimentos dessa 

composição são fermentados e degradados pela comunidade microbiana no intestino 

grosso, resultando em uma mistura de gases e ácidos graxos de cadeia curta (24), que 

são metabólitos bacterianos de vital importância para o hospedeiro. 

Por outro lado, a disbiose, ou seja, uma microbiota debilitada e em menor 

diversidade, pode promover, em associação a fatores ambientais e genéticos, o 

desenvolvimento de diversas condições patológicas. Este desequilíbrio da diversidade e 

quantidade de microrganismos da microbiota intestinal pode ser causado por variados 

fatores, mas principalmente por uma alimentação desbalanceada, com o consumo em 

excesso de produtos ultraprocessados e gordurosos e baixa ingestão de alimentos in 

natura. Há evidências científicas de que a disbiose da microbiota intestinal está 

relacionada a algumas doenças, tais como alguns tipos de alergias (25), câncer gástrico 

(26), autismo (27), obesidade (28), anorexia (29), diabetes tipo 2 (30; 31), doença 

inflamatória intestinal (32; 33), como a doença de Chron e retocolite ulcerativa (32).  

A microbiota intestinal é modulada por diversos fatores, dentre alguns deles 

destaca-se a dieta, estilo de vida, prática de exercícios físicos e ou sedentarismo, 

consumo de medicamentos, localização geográfica do indivíduo, a via de parto, seja ela 

cesárea ou parto vaginal, período pós-natal, tipo de amamentação, primeira infância, 

entre outros (34).  

 Já está amplamente comprovado que o padrão alimentício de uma pessoa 

modula a composição de sua microbiota intestinal (35; 36; 37). Além disso, há outras 

ferramentas de modulação, como por exemplo, o transplante de fezes (38) ou o consumo 

de prebióticos (39), que são utilizadas para a melhoria nas condições de saúde. Este 

segundo é largamente utilizado para moldar a comunidade microbiana, de forma a atuar 

como substrato de maneira seletiva para o crescimento de determinadas bactérias do 

trato gastrointestinal. 

Prebióticos são compostos não digeríveis pelo hospedeiro e que servem de 

substrato para a fermentação bacteriana no intestino grosso. Diversos tipos de oligo e 

polissacarídeos possuem atividade prebiótica, incluindo as fibras alimentares solúveis e 

insolúveis. Para um alimento ser considerado prebiótico ele deve ser: (1) resistente ao 
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trato gástrico, ao seus ácidos e enzimas; (2) ser fermentado pela microbiota intestinal; e 

(3) atuar seletivamente no crescimento e atividade de tipos bacterianos da microbiota 

associados à saúde e bem-estar (40), resultando no aumento na produção de 

metabólitos bacterianos. 

As fibras não digeríveis fazem parte do grupo de carboidratos e geralmente estão 

presentes em alimentos in natura, principalmente de origem vegetal, pela composição 

da parede celular neste tipo de organismo (41). Entre os vários tipos de fibras, as fibras 

insolúveis, de maior peso molecular, tendem a armazenar água em sua estrutura e dessa 

forma, aceleram a passagem do bolo fecal no intestino grosso, auxiliando a motilidade 

intestinal e facilidade de evacuação (42). Por outro lado, as fibras solúveis, de menor 

peso molecular atuam de forma a retardar o esvaziamento gástrico, diminuindo a 

velocidade da passagem do alimento entre o estômago e o intestino delgado (42). Em 

adição, sendo compostos resistentes à digestão das enzimas no trato gastrointestinal 

humano, exercem papel importante no fornecimento de substrato para a fermentação 

pela microbiota intestinal, de modo a se comportarem como prebióticos. Dessa forma, 

as fibras alimentares, através de seu papel prebiótico apresentam grande potencial na 

manutenção da saúde e tratamento e prevenção de condições patológicas, e podem ser 

introduzidos no organismo via consumo de alimentos funcionais.  

A partir da interação de diferentes espécies de bactérias e tipos de fibras, é 

possível a modulação da microbiota intestinal e a produção de seus metabólitos. Dentre 

as principais fibras, as mais utilizadas são: amido resistente, pectina, inulina, 

arabinoxilano, frutooligossacarídeos, galactooligossacarídeos, os quais são encontrados 

naturalmente em diversos tipos de alimentos (43). A inulina é um frutooligossacarídeo 

não digerível, extraído da raiz da chicória e amplamente utilizado como modulador da 

microbiota intestinal, sendo um prebiótico de referência para aumentar a produção de 

ácidos graxos de cadeia curta, especialmente de butirato, sendo usada neste estudo 

como padrão para os estudos de fermentação in vitro (44 - 49). 

O consumo de fibras alimentares para processo fermentativo das bactérias 

anaeróbicas presentes na microbiota intestinal, gera como metabólitos principais os 

ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), além de ácidos graxos de cadeia ramificada e 
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gases, como metano, dióxido de carbono e hidrogênio molecular (CH4, CO2 e H2). A 

síntese de AGCCs é o mais importante processo fisiológico mediado pela microbiota 

intestinal no corpo humano (50). Através do catabolismo de carboidratos não digeríveis 

pelo hospedeiro, assim como de algumas proteínas (embora em menor contribuição), as 

bactérias são responsáveis por um relevante fornecimento de substrato energético 

diário para o organismo, através da produção e consumo destes metabólitos.  

Os AGCCs produzidos pelo processo fermentativo podem ser absorvidos pelo 

organismo do hospedeiro e promoverem variadas ações sistêmicas sobre diferentes vias 

de sinalização no organismo. Além de ser importante fonte energética (para 

musculatura, rins, coração, SNC e principalmente para as células do cólon intestinal), os 

AGCCs atuam como agente imunomodulador, antioxidante, são mediadores da resposta 

inflamatória e da sinalização endócrina, além de influenciarem o metabolismo, 

crescimento e diferenciação de células epiteliais intestinais (51). Os AGCCs também 

acidificam o ambiente do intestino grosso, propiciando o aumento na população de 

bactérias benéficas e inibindo o desenvolvimento de patógenos, assim como atuam no 

aumento de fluxo sanguíneo no cólon, que promove maior absorção de sódio e água 

(52). 

Em termos de significância metabólica, os principais AGCCs sintetizados são 

respectivamente, o butirato, o propionato, o acetato e, de menor importância, o valerato 

(53), além dos ácidos de cadeia ramificada, isobutirato e isovalerato (54). A extensa 

maioria desses metabólitos (>95%) é oxidada e absorvida por células da mucosa do 

intestino grosso (colonócitos) (50), atingindo a corrente sanguínea onde podem alcançar 

diferentes tipos celulares e promover variadas ações farmacológicas.  

Como mencionado anteriormente, os efeitos fisiológicos do butirato são os mais 

relevantes dentre os demais AGCCs. O ácido butírico, assim também denominado, é uma 

das principais fontes de energia para as células do cólon; atuante no sistema imunológico 

e mecanismos de inflamação (55; 56; 57), assim como no mecanismo de defesa contra a 

carcinogênese (58; 59). Em adição, o butirato participa da resposta ao estresse oxidativo 

nas células (60), na função na barreira na mucosa intestinal (61), nos mecanismos de 

saciedade (62), na função e manutenção da microbiota, assim como na sensibilidade à 
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insulina (63). Já o acetato e propionato também possuem ações sistêmicas, como no 

sistema imune, em processos inflamatórios (64), participação no controle da 

carcinogênese (65), adipogênese (66) e, metabolismo do colesterol (67). 

As concentrações de AGCCs presentes no intestino grosso dependem da 

qualidade da microbiota intestinal, hábito alimentar, frequência do trânsito intestinal e 

da interação metabólica entre o hospedeiro e sua microbiota (68). 

 A presença ou ausência desses metabólitos no organismo está muito 

relacionada à diversas condições patológicas, como por exemplo a asma, algumas 

alergias, doenças metabólicas, câncer e doenças autoimunes, inclusive com as doenças 

crônicas não transmissíveis, como por exemplo a obesidade, doenças cardiovasculares, 

diabetes e Doença Inflamatória Intestinal (25; 26; 32; 33). 

Desta forma, uma alimentação de qualidade, rica em fibras e, portanto, com 

potencial prebiótico, é fundamental para a síntese de metabólitos essenciais produzidos 

pela microbiota, e logo, para o funcionamento adequado do organismo humano.  

 

2. OBJETIVOS 

Com base nestas considerações, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial 

prebiótico do resíduo de café (Coffea arabica) em modelos de fermentação in vitro e in 

vivo, por meio da avaliação do perfil da microbiota intestinal e da produção de ácidos 

graxos de cadeia curta. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3. 1. MATERIAL VEGETAL - Resíduo do Café 

O resíduo do café foi cedido pela empresa Verum do Brasil Comércio Alimentício 

LTDA, e engloba a polpa e a casca da planta. As amostras encontravam-se previamente 

desidratadas e foram submetidas ao processo de secagem em estufa por 48 horas a 50° 
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C. Em seguida foram trituradas em um moinho de facas rotor tipo ciclone Star FT 51, 

para obter uma farinha do produto. 

 

3. 2. ANÁLISE DO RESÍDUO DE CAFÉ 

3.2.1. Determinação das Fibras Alimentares  

A análise do perfil de distribuição das fibras alimentares foi realizada a partir do 

kit comercial “Integrated Total Dietary Fiber Assay Kit” (Megazyme) com alterações dos 

métodos AOAC 2009.01/AOAC 2011.25 desenvolvidos por McCleary et al. (2015).  

A amostra do resíduo de café foi incubada em estufa por 16 horas a 37°C, com as 

enzimas amilase pancreática (PAA) e amiloglucosidase (AMG), e posteriormente 

inativadas em banho a 100°C por 20 minutos, e resfriadas a 60°C. Na sequência foi 

adicionada a enzima protease, com incubação a 60°C por 30 minutos. Nesta etapa a 

amostra foi filtrada, e as fibras alimentares insolúveis (IDF) foram obtidas a partir do 

material retido no filtro. O filtrado foi diluído com 78% de etanol e o precipitado formado 

foi novamente filtrado por Celite. Este segundo precipitado foi denominado fibras 

alimentares solúveis - precipitado (SDFP), enquanto o filtrado foi denominado fibras 

alimentares solúveis - solúveis (SDFS). Os dois primeiros precipitados foram analisados 

por gravimetria para a quantificação. A fração SDFS, que consiste nas fibras alimentares 

solúveis de menor peso molecular, foi analisada por cromatografia líquida (HPLC  IR – 

Shimadzu RID10) para sua quantificação. 

  Cerca de metade do filtrado que continha as fibras solúveis de baixo peso 

molecular (SDFS) foi transferido para um balão de rotaevaporador de 500 ml, em que foi 

realizada sua secagem sob vácuo a 60°C. Posteriormente, foi adicionado 5 ml de água 

deionizada ao balão com agitação durante 2 minutos. A solução foi transferida para um 

tubo de 20 ml de polipropileno.  

Em seguida, 2 ml desta solução foi transferido para o topo da coluna descartável 

Bio-Rad, contendo uma resina de 4g de Amberlite FPA 53 (OH-) e 4g de Ambersep 200 

(H+). A coluna foi eluída a uma taxa de 1 ml/min em um frasco Duran de 100 ml. Quando 

a amostra iniciou contato com a resina, 2 ml de água destilada foi adicionada e 
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prosseguiu-se a eluição. Em seguida, adicionou-se aproximadamente 20 ml de água 

deionizada no topo da coluna e prosseguiu a eluição a uma taxa de 1 ml/min. A solução 

foi transferida para um balão de fundo redondo de 250 ml e o conteúdo submetido a um 

rotaevaporador sob vácuo a 60°C. Foi adicionado 2 ml de água deionizada à mistura e os 

açúcares foram dissolvidos com agitação durante 2 minutos. A solução foi 

temporariamente armazenada em tubo de polipropileno, então transferida para uma 

seringa descartável de 10 ml e filtrada em filtro de 0,45 μm. 

Injeções de 50 μl, em duplicata, foram aplicadas ao cromatógrafo. D-glicose foi 

utilizada como fator de referência para a determinação da massa das SDFS, em triplicata 

e volume idêntico aos analitos. Os valores para as áreas de pico de das triplicatas foram 

calculados com base no padrão interno. 

 

3.2.2. Quantificação de Polifenóis 

Os polifenóis totais presentes nas amostras do resíduo de café foram 

quantificados através do método espectrofotométrico pela reação com Folin Ciocalteau 

(25%) e carbonato de cálcio (20%).  A quantificação foi feita por equivalência ao ácido 

gálico por meio de uma curva padrão, nas concentrações de 0,5, 1, 2, 3, 5, 10 e 20 mg/ml. 

Para a análise do resíduo de café, foram macerados 2g da amostra seca e 

deixados em 50 ml de metanol 70% em ambiente refrigerado (4°C) durante 72 horas. Os 

extratos foram filtrados e rotaevaporados em balão volumétrico de 250 ml. O material 

seco resultante foi novamente suspendido em 50 ml de água ultrapura e armazenado 

em frasco de âmbar, e posteriormente agitado. 

A reação foi realizada transferindo 500 μl do extrato para balão volumétrico, 

seguido de agitação por 30 segundos. Foi acrescentado 100 μl da solução de carbonato 

de cálcio e 500 μl da solução Folin Ciocalteau. A solução final foi agitada manualmente 

por 10 segundos e permaneceu em repouso por 30 minutos na ausência de luz. Ao final 

do período, foi homogeneizada e sua absorbância aferida em espectrofotômetro BioTek 

PowerWave HT por frequência de 700 nm. 
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A solução padrão foi preparada da mesma maneira utilizando-se 500 µl da 

solução Folin ciocalteau e 1 ml da solução de carbonato de cálcio diluídos em 10 ml de 

água ultrapura, com posterior repouso de 30 minutos, agitação e aferição da 

absorbância em comprimento de onda de 700 nm. Os polifenóis totais detectados nas 

amostras foram determinados utilizando curva de calibração do espectrofotômetro. 

 

3.2.3. Avaliação da Atividade Antioxidante 

Preparação de Extratos 

Foram macerados 40g do resíduo do café em 120 ml de metanol 70% (proporção 

1:3) durante três dias, a 4°C. Em seguida, o macerado foi filtrado em papel próprio para 

o procedimento e armazenado em béqueres de 400 ml. As partes retidas foram 

novamente submetidas ao processo de maceração sob as mesmas condições. Esta etapa 

foi executada três vezes. O filtrado de cada etapa foi acondicionado no mesmo béquer 

em que foi a primeira. Por fim, o filtrado foi rotaevaporado. Ao final as amostras foram 

acondicionadas em frasco âmbar e o volume final foi ajustado para 50 ml. Em seguida, 

200 μl do extrato foi submetido ao processo de secagem em recipiente de alumínio para 

avaliação do peso seco e concentração da amostra, a qual foi pesada em 10 réplicas. 

 

Ensaio DPPH  

O método consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-

difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), pelo conteúdo presente no resíduo do café. Como 

parâmetro de comparação, utilizou-se o ácido gálico nas concentrações de 1, 2, 4, 6, 8, 

10 e 15 μM (equivalentes à 0, 0.170, 0.340, 0.680, 1.02, 1.36, 1.70 e 2.55 μg/ml). 

Para o resíduo do café, utilizou-se o extrato metanólico nas concentrações de 5, 

10, 15, 20, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 μg/ml. A solução de DPPH foi 

feita na concentração de 100 μM (ou 40 μg/ml), em balão volumétrico de 25 ml restrito 

de luz. 
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A análise de medidas foi feita em espectrofotômetro UV-Vis (Power wave 340, 

Bio-TEK) em comprimento de onda 517 nm, tendo como controle positivo padrões de 

ácido gálico (0-15 μM/ml em metanol 70%). Em 100 μl da amostra de café, foi adicionado 

200 μl da solução de DPPH (100 μM, 40 μg/ml). As medidas de absorbância das misturas 

reacionais foram feitas após 30 minutos de incubação ao abrigo de luz. Utilizou-se como 

controle a mistura de metanol 70% (100 μl) com DPPH (200 μl). Os testes foram 

realizados em triplicata.  

A partir da equação da curva de calibração e dos valores de absorbância no 

tempo de 30 minutos para cada concentração testada, foi determinada a atividade 

sequestradora de radicais livres (percentuais de DPPH remanescentes). 

 

 

3.3. ANÁLISES IN VITRO  

3.3.1. Obtenção e preparo das amostras 

Os grupos de café submetidos às análises in vitro, nas concentrações de 10, 30 e 

100mg/ml (do produto, por ml de solução NaHCO3), e a inulina cedida pela empresa 

Beneo (Inulina Orafti® HP 99% e com grau de polimerização ≥ 23, utilizada em 

concentração de 30mg/ml), foram incubados em fezes humanas de voluntário sadio. A 

inulina foi inclusa no experimento como marcador positivo da atividade microbiana e da 

produção de ácidos graxos de cadeia curta.  

 

3.3.2. Fermentação in vitro  

Protocolo de Fermentação in vitro 

O protocolo de fermentação in vitro foi realizado com base na técnica de 

fermentação in vitro do tipo “batch” (69). Amostras de fezes humanas oriundas de um 

único indivíduo, adulto, saudável e do sexo masculino, foram homogeneizadas em um 

recipiente e processadas imediatamente após a coleta. Para cada amostra fermentada 

foram transferidos 2g de fezes em tubo falcon de 50 ml, com 10 ml de solução de 
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NaHCO3 (159mM em ph 7,8 - proporção 1:5 p/v) e a atmosfera do tubo foi saturada de 

argônio. Em seguida, foram adicionados os produtos a serem testados em suas 

respectivas concentrações, sendo a inulina em 30 mg/ml, denominada I30 e, o resíduo 

do café, nas concentrações 10, 30 e 100 mg/ml, respectivamente denominadas Ca10, 

Ca30 e Ca100 (expressas em miligramas de produto por mililitro da solução NaHCO3). 

Novamente a atmosfera foi saturada com argônio e os tubos foram vedados com filme 

plástico parafinado, mimetizando o ambiente anaeróbico. O conteúdo foi 

homogeneizado em vórtex por um minuto, e os tubos mantidos em câmara 

fermentativa, uma estufa a 37°C, por 24 horas, e agitação constante de 150 rpm, 

abrigados de qualquer fonte de luz. Foram realizadas seis fermentações, em dias 

diferentes, e cada uma das amostras foi testada em triplicata.  

Além das amostras fermentadas com os produtos e concentrações de interesse, 

cada processo de fermentação foi acompanhado de dois outros grupos. Um deles, grupo 

denominado Controle, contendo apenas as fezes e a solução de NaHCO3 com a devida 

saturação da atmosfera com argônio e procedimento da estufa, sem nenhum produto 

adicionado, e, outro grupo de amostras de fezes não fermentadas, denominado Não 

Fermentado (NF), em que continha apenas as fezes armazenadas em tubos eppendorf, 

sem o procedimento de fermentação em estufa. 

 

3.3.3. Análise dos Ácidos Graxos de Cadeia Curta (AGCCs)  

Extração dos Ácidos Graxos de Cadeia Curta  

Após o processo fermentativo, foi colhido 1 ml de cada uma das amostras de 

homogeneizados fecais, e adicionado 1 ml de ácido ortofosfórico na concentração de 

0,5%. As amostras seguiram para agitação em vórtex por 1 minuto. Para as amostras não 

fermentadas, 200 mg de fezes frescas foram diluídas em 2 ml de ácido ortofosfórico a 

0,5%, e agitadas também em vórtex por 1 minuto. Após esta etapa, todas as amostras 

seguiram as mesmas. Os homogenatos, com 2 ml, foram transferidos para tubos 

eppendorf e submetidos a centrifugação a 17950G por 10 minutos a 4°C. Foi retirado 

1ml de sobrenadante, sobre o qual foi adicionado acetato de etila na proporção de 1:1, 

e novamente agitado e centrifugado nas mesmas condições, enquanto o conteúdo 
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precipitado fora descartado. Deste segundo sobrenadante, foi também coletado 1ml e o 

conteúdo acondicionado em vials de 1,5 ml, e foi adicionado o padrão interno analítico 

(ácido octanóico) em uma concentração final de 0,755 mg/ml, e posteriormente injetado 

em cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massa (GC-MS Thermo Scientific, 

modelo FOCUS ISQ 230ST), para análise dos ácidos graxos de cadeia curta. 

 

Quantificação dos Ácidos Graxos de Cadeia Curta (AGCCs) e Curva Padrão  

 As amostras foram injetadas em cromatógrafo gasoso acoplado à 

espectrometria de massa, com temperatura inicial de injeção de 50° C durante 14 

minutos, com incremento de 5°C por minuto, utilizando coluna de média polaridade (TG-

WAXMS). Os dados foram obtidos por meio da integralização da área sob a curva dos 

picos referentes aos analitos de interesse, bem como do padrão interno (ácido 

octanóico), adicionado manualmente a cada amostra.  Para a quantificação dos AGCCs, 

feita com base na curva padrão adaptada de Domingues et al. (2017), os dados foram 

plotados utilizando o software GraphPad Prims 8, e os valores de cada analito calculados 

via regressão linear, referentes à proporção do padrão interno de cada amostra. A análise 

estatística foi feita por análise de variância de uma via (ANOVA), seguida por teste a 

posteriori de Dunnett, considerando o nível de significância de p ≤ 0,05 e ≤ 0,01, 

devidamente indicados. Os valores obtidos, expressos em mg/ml, foram posteriormente 

convertidos em μMol/g, referindo-se então à concentração de AGCCs presente em 1 g 

de fezes. 

 

3.3.4. Análise de microrganismos de interesse por qPCR  

As amostras de fezes e as amostras provenientes da fermentação com o resíduo 

do café foram armazenadas em freezer - 80°C até o momento da análise. Para a extração 

do DNA genômico bacteriano foi utilizado o kit PureLink™ Microbiome DNA Purification 

Kit (Invitrogen™). Após a extração, o gDNA foi mantido em temperatura a -20°C até a 

realização da reação de qPCR. Para a reação de qPCR foi utilizado o sistema Power SYBR™ 

Green (Applied Biosystems™) com os primers específicos para cada organismo de 

interesse, baseados nas sequências 16S rRNA. As bactérias analisadas e os detalhes de 
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cada primer estão na Tabela 1. Todas as reações foram realizadas no equipamento 

StepOne Plus do laboratório de Fitomedicamentos, Farmacologia e Biotecnologia 

(FitoFarmaTec) da UNESP de Botucatu. 

 

Tabela 1. Bactérias utilizadas em experimento in vitro e in vivo, detalhamento de cada primer.  

 

Para a análise dos dados foi utilizada a metodologia do ΔCt-corrigido por meio da 

eficiência, utilizando o primer universal como referência. Em seguida, os dados foram 

avaliados estatisticamente por análise de variância de uma via (ANOVA), seguido por 
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teste a posteriori de Dunnett, considerando o nível de significância de p ≤ 0,05 e ≤ 0,01, 

devidamente indicados. 

 

3.4. ANÁLISES IN VIVO 

3.4.1. Animais de Experimentação 

Foram utilizados 14 camundongos machos da linhagem C57BL/6 com 8 semanas 

de vida, obtidos do Laboratório Anilab (Animais de Laboratório para Pesquisa), em 

Paulínia - SP.  Os animais foram distribuídos em números de 3 a 4 por caixa, em seguida 

alocados em estantes ventiladas com filtração de ar, e mantidos no interior de uma sala 

climatizada sob temperatura constante de 21 ± 2°C, sob ciclo claro-escuro de 12 horas, 

no biotério do laboratório FitoFarmaTec. Água e ração padrão para roedores foram 

disponibilizadas ad libitum durante o período de 10 dias de aclimatação, e em seguida, 

animais foram divididos em dois grupos, Café e Controle. Os procedimentos 

experimentais estão de acordo com os princípios éticos na experimentação animal e 

foram aprovados pela Comissão de Ética no uso de Animais (CEUA) da UNESP de 

Botucatu no protocolo 1186/2019. 

 

3.4.2. Obtenção das Rações  

A ração enriquecida com café foi uma mistura da ração padrão para roedores em 

pó, Nuvilab, da empresa Quimtia, com adição de 10% do resíduo de café, feita por adição 

geométrica. A ração foi posteriormente peletizada na Unidade de Pesquisa Experimental 

da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNIPEX). 

Os pellets produzidos foram depositados em estufa com circulação e renovação 

de ar a 50°C durante 48h para secagem das rações e finalização do processo de 

solidificação. Ao final do processo, as rações foram distribuídas em sacos plásticos, 

vedadas e alocadas em câmara fria a 4°C, sendo retiradas do local sempre que 

requeridas, ou seja, no momento de abastecimento dos animais. 
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3.4.3. Divisão dos Grupos e Período de Experimentação  

Após o período de aclimatação de 10 dias, os animais foram divididos 

randomicamente em dois grupos (n = 7), sendo um grupo denominado Controle, de 

animais que receberam ração padrão de roedores e outro o grupo denominado Café, 

com ração enriquecida a 10% com o resíduo do café. 

 

3.4.4. Avaliação de Peso e Consumo de Ração 

A alimentação foi reposta semanalmente, preenchendo o reservatório de ração 

com capacidade de 150 g. O consumo de ração foi medido por meio de uma balança 

eletrônica digital Marte modelo AS 200 C, via diferença de peso consumido. A evolução 

ponderal dos camundongos também foi mensurada a cada semana fazendo uso da 

mesma balança, e a troca e higienização da caixa, feitas na mesma frequência. 

 

3.4.5. Obtenção de Material Biológico para Análise 

Durante o experimento foram coletadas em três momentos, amostras de fezes 

da caixa dos animais para posterior análise da evolução do perfil da microbiota intestinal, 

bem como da produção de ácidos graxos de cadeia curta. Essas três amostras foram 

intituladas de Dia 0, coleta feita no início do experimento, no Dia 45 e Dia 90, quando o 

experimento foi finalizado. 

Assim que colhidas, as amostras foram armazenadas em três eppendorfs: dois 

destinados à análise de AGCCs, com 0,1 g de fezes em cada, e um à análise de microbiota, 

contendo 1 g de fezes. Em seguida, foram armazenadas a -80°C. 

Ao fim dos 90 dias de experimentação, os animais foram mortos após aplicação 

de anestesia com Ketamina/Xilazina 100/10 mg/kg, e em seguida a morte foi confirmada 

por deslocamento cervical. O sangue obtido foi coletado por meio de punção 

intracardíaca, e armazenado em microtubos. Foi mantido em temperatura ambiente por 

30 minutos para que ocorresse a coagulação, e após esse período, o sangue foi 
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centrifugado por 15 minutos a 4.400 rpm, e o soro separado foi armazenado a -80°C para 

as análises bioquímicas. 

Destes animais também foram coletados o cérebro, coração, pulmão, rins, 

estômago, fígado, testículos, vesícula seminal, baço e intestino grosso. Estes órgãos 

foram pesados, analisados macroscopicamente, submersos no formol e armazenados 

em câmara fria a 4°C. 

 

3.4.6. Avaliação dos Parâmetros Bioquímicos do Sangue 

O soro sanguíneo coletado foi enviado para o Laboratório Clínico Veterinário HV 

FMVZ – UNESP, para a dosagem dos seguintes parâmetros: alanina aminotransferase 

(ALT), albumina, aspartato aminotransferase (AST), colesterol total, creatinina, fosfatase 

alcalina, glicose, HDL (proteína de alta densidade), LDL (proteína de baixa densidade), 

proteínas totais, triglicerídeos e ureia. Foram utilizados os kits de reagentes da Bioclin 

específicos para cada um dos compostos. 

 

3.4.7. Extração e Análise dos Ácidos Graxos de Cadeia Curta (AGCCs)  

Após a coleta de fezes nos três momentos do experimento (D0, D45 e D90), as 

amostras que haviam sido armazenadas a -80°C foram retiradas e iniciou-se o 

processamento para análise de AGCCs. A partir deste momento, foram repetidas as 

mesmas etapas previamente descritas no processamento in vitro. 

 

3.4.8. Análise de microrganismos de interesse por qPCR  

Assim como para análises de AGCCs, as análises da microbiota intestinal foram 

feitas da mesma maneira como descrita na sessão in vitro, sendo elas referentes aos três 

momentos do experimento, D0, D45 e D90. Foram feitas análises das mesmas bactérias 

presentes na Tabela 1. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. ANÁLISE DO RESÍDUO DE CAFÉ  

 

4.1.1. Perfil de Fibras Alimentares 

O resíduo do café possui uma constituição de fibras dietéticas de 38,81% de sua 

composição, ilustrado na Tabela 2. Desse valor, 36,9% faz referência às fibras de alto 

peso molecular, sendo parte delas fibras insolúveis e outra parte fibras solúveis de alto 

peso molecular, ou seja, fibras que se solubilizam em uma primeira filtração, mas em 

segunda, precipitam. 1,91% desse valor é referente às fibras solúveis de baixo peso 

molecular, ou seja, fibras que se mantêm solúveis após vários processos de filtração.  

 

 

Tabela 2. Determinação das fibras dietéticas do resíduo do café segundo seu peso molecular. 

 

4.1.2. Quantificação de Polifenóis 

A Tabela 3 indica a porcentagem de polifenóis do resíduo do café. O produto 

possui 4,44 mg/ml de compostos polifenólicos em sua composição, que representa 

0,44% de sua constituição. 

 

 

Tabela 3. Porcentagem de polifenóis no resíduo de café. 
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4.2. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

A Tabela 4 indica a concentração necessária para reduzir 50% da atividade 

antioxidante do DPPH (EC50). Requer-se 57,27 mg/ml da solução de resíduo do café para 

inibir 50% de DPPH. 

 

 

Tabela 4. Concentração necessária do resíduo do café para reduzir 50% da atividade antioxidante (DPPH). 

 

4.3. FERMENTAÇÕES IN VITRO 

 

4.3.1. Análise de AGCCs (IN VITRO) 

Em relação ao comportamento da produção de AGCCs na fermentação in vitro, o 

produto de interesse (Café) demonstrou resultados positivos, especialmente quando 

aplicado em sua maior concentração, 100mg/ml. 

Para a produção de acetato (Figura 1), foi notado aumento significativo no grupo 

Ca100 (Café 100mg/ml), quando comparado com o grupo Controle e I30 (Inulina 

30mg/ml). Além disso, o grupo Ca100 também diferiu do grupo NF (Não Fermentado). 

Os demais grupos não apresentaram significância em seus resultados. 
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Figura 1. Concentração de acetato após processo de fermentação com Inulina 30 mg/ml (I30), e Café 10, 30 e 100 

mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100, respectivamente). ** p < 0,01 vs Controle; ## p < 0,01 vs I30; @@ p < 0,01 vs NF (não 

fermentado). ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Para o perfil da produção de propionato (Figura 2), notou-se que tanto os grupos 

I30 quanto Ca100 foram significativamente superiores ao grupo Controle. O grupo Ca100 

apresentou níveis ainda superiores aos de I30. Ca100 também apresentou aumento 

significativo em relação a NF.  

 

Figura 2. Concentração de propionato após processo de fermentação com Inulina 30 mg/ml (I30), e Café 10, 30 e 100 

mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100, respectivamente). ** p < 0,01 vs Controle; ## p < 0,01 vs I30; # p < 0,05 vs I30; @@ p < 

0,01 vs NF (não fermentado). ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Em relação a produção de butirato (Figura 3), o grupo Ca100 e I30 apresentaram 

significância em seus resultados quando comparados com o grupo Controle e NF. No 

entanto, não houve diferença estatística de Ca100 com I30. Os demais grupos, NF, Ca10 

e Ca30 apresentaram resultados significativamente inferiores à I30. 
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Figura 3. Concentração de butirato após processo de fermentação com Inulina 30 mg/ml (I30), e Café 10, 30 e 100 

mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100, respectivamente). ** p < 0,01 vs Controle; ## p < 0,01 vs I30; @@ p < 0,01 vs NF (não 

fermentado). ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Por fim, a produção total de AGCCs no processo de fermentação in vitro, ou seja, 

a somatória de acetato, propionato e butirato (Figura 4), o grupo Ca100 foi o grupo de 

maior produção. Apresentou-se significativamente superior ao grupo Controle, I30 e NF. 

O café nas demais concentrações, 10 e 30 mg/ml, apresentaram diferença do grupo I30, 

com a produção inferior. O grupo NF também apresentou diferença de I30, e o grupo I30 

apresentou resultados superiores quando comparado ao Controle.  

 

Figura 4. Concentração dos três AGCCs após processo de fermentação com Inulina 30 mg/ml (I30), e Café 10, 30 e 100 

mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100, respectivamente). ** p < 0,01 vs Controle; ## p < 0,01 vs I30; @@ p < 0,01 vs NF (não 

fermentado). ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

 

4.3.2. Análise de microrganismos de interesse por qPCR (IN VITRO) 

Foi realizada análise do comportamento de doze bactérias da microbiota 

intestinal após o processo de fermentação in vitro, das quais seis delas apresentaram 

algum tipo de significância em seus resultados. 

Em relação ao comportamento de Akkermansia muciniphila (Figura 5), o grupo 

I30 e NF apresentaram valores significativamente inferiores, em comparação com o 
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grupo Controle. Quanto aos demais grupos, o grupo Controle e Ca10 apresentaram 

níveis similares da bactéria, e Ca30 e Ca100 níveis mais baixos. 

 

Figura 5: Padrão de A. muciniphila após processo de fermentação com Inulina na concentração de 30 mg/ml (I30), e 

com o resíduo de café arábica nas concentrações 10, 30 e 100 mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100). * p < 0,05 vs Controle. 

ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Resultado interessante foi apresentado para Bifidobacterium adolescentis (Figura 

6), em que o grupo Ca100 apresentou aumento significativo quando comparado ao 

grupo Controle, I30 e NF. Os demais grupos não apresentaram nenhuma outra 

significância. 

 

Figura 6: Padrão de B. adolescentis após processo de fermentação com Inulina na concentração de 30 mg/ml (I30), e 

com o resíduo de café arábica nas concentrações 10, 30 e 100 mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100). ** p < 0,01 vs Controle; 

## p < 0,01 vs I30; @@ p < 0,01 vs NF (não fermentado). ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Tanto Faecalibacterium prausnitzii (Figura 7), quanto Lactobacillus rhamnosus 
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o grupo Ca10. F. prausnitzii e R. inulinivorans apresentaram aumento no grupo Ca10 

quando comparado ao grupo I30, enquanto L. rhamnosus apresentou aumento no grupo 

Ca10 quando comparado com NF. Para as três bactérias, não foi reportada diferença 

estatística em relação aos outros grupos. 

 

Figura 7: Padrão de F. prausnitzii após processo de fermentação com Inulina na concentração de 30 mg/ml (I30), e 

com o resíduo de café arábica nas concentrações 10, 30 e 100 mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100). # p < 0,05 vs I30. ANOVA 

seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Figura 8: Padrão de L. rhamnosus após processo de fermentação com Inulina na concentração de 30 mg/ml (I30), e 

com o resíduo de café arábica nas concentrações 10, 30 e 100 mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100). @ p < 0,05 vs NF (não 

fermentado). ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 
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Figura 9: Padrão de R. inulinivorans após processo de fermentação com Inulina na concentração de 30 mg/ml (I30), e 

com o resíduo de café arábica nas concentrações 10, 30 e 100 mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100). # p < 0,05 vs I30. ANOVA 

seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

               Para Roseburia intestinalis (Figura 10), a população da bactéria se manteve com 

níveis muito parecidos para todos os grupos, com exceção do grupo NF, que teve a 

população aumentada. O grupo Ca100 e NF diferiram do Controle, enquanto todos os 

grupos diferiram significativamente de NF. 

 

Figura 10: Padrão de R. intestinalis após processo de fermentação com Inulina na concentração de 30 mg/ml (I30), e 

com o resíduo de café arábica nas concentrações 10, 30 e 100 mg/ml (Ca10, Ca30 e Ca100). ** p < 0,01 vs Controle; * 

p < 0,05 vs Controle; @@ p < 0,01 vs NF (não fermentado); @ p < 0,05 vs NF (não fermentado). ANOVA seguida de 

teste a posteriori de DUNNETT. 
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bactéria após a fermentação in vitro. As bactérias abaixo não apresentaram resultados 

significativos. 

 

 

 

Figura 11: Padrão de B. longum, E. coli, L. agilis, L. gasseri, L. salivarius e R. faecis após processo de fermentação com 

Inulina na concentração de 30 mg/ml (I30), e com o resíduo de café arábica nas concentrações 10, 30 e 100 mg/ml 

(Ca10, Ca30 e Ca100). ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

 

 

 

0

0,003

0,006

0,009

B
. l

o
n

g
u

m
 /

 U
n

iv
er

sa
l

Bifidobacterium longum

0

0,00025

0,0005

0,00075

0,001

E.
 c

o
li 

/ 
U

n
iv

er
sa

l

Escherichia coli

0,00E+00

1,00E-05

2,00E-05

3,00E-05

4,00E-05

5,00E-05

L.
 a

g
ili

s 
/ 

U
n

iv
er

sa
l

Lactobacillus agilis

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25
L.

 g
a

ss
er

i /
 U

n
iv

er
sa

l

Lactobacillus gasseri

0

0,0002

0,0004

0,0006

L.
 s

a
liv

a
ri

u
s 

/ 
U

n
iv

er
sa

l

Lactobacillus salivarius

0

0,04

0,08

0,12

0,16

R
. f

a
ec

is
 /

 U
n

iv
er

sa
l

Roseburia faecis



42 
 

4.3. EXPERIMENTO IN VIVO 

4.4.1. Consumo de Ração Semanal 

 

O consumo de ração por caixa foi medido semanalmente, e uma média simples 

foi calculada com base na quantidade de animais presentes em determinada caixa. 

Foram realizadas análises estatísticas através de teste de t não pareado, dia por dia, 

comparando ambos os tratamentos. A curva de consumo está ilustrada na Figura 12. A 

significância dos resultados está pontuada no gráfico, em que foi comparada o mesmo 

dia entre os grupos. O grupo Café teve um padrão de consumo superior ao grupo 

Controle, com a média experimental sendo 32,46g por semana, em comparação com 

29,41g, respectivamente.   
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Figura 12: Curva de consumo semanal de ambos os grupos. * p < 0,05; ** p < 0,01, em teste t não pareado. 

 

4.4.2. Evolução Ponderal 

 

Foi avaliada a relação entre peso final e inicial dos animais, ou seja, o peso 

adquirido pelos animais submetidos aos dois tipos de alimentação durante o tratamento 

(Figura 13). O ganho de peso dos animais de ambos os grupos se deu de forma muito 

parecida, assim como a diferença entre o peso inicial e final dos animais. Não foi 

identificada nenhuma diferença estatística entre os grupos, quando comparados os 

mesmos dias.  
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Figura 13: Evolução ponderal entre os dois grupos de tratamento durante o experimento. 

 

 

4.4.3. Análise de Órgãos 

 

Os órgãos dos animais de cada um dos grupos foram coletados manualmente e 

pesados. Foi realizada uma relação entre o peso do órgão em função do peso corporal 

do animal específico, e uma média simples foi calculada. Não foi identificada diferença 

estatística significativa para nenhum órgão de nenhum dos tratamentos. A pesagem dos 

órgãos resultou de forma muito parecida para os dois grupos (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5. Valores referentes à média da relação do órgão em função do peso corporal dos animais. 



44 
 

 

4.4.4. Avaliação dos Parâmetros Bioquímicos do Sangue 

 

As dosagens dos parâmetros bioquímicos indicam segurança em relação à 

toxicidade do produto testado, uma vez que não houve diferença estatística para os 

marcadores, entre o grupo Controle e Café (Tabela 6). Com exceção, apenas, de HDL no 

grupo Café, que indicou níveis significativamente inferiores quando comparado com o 

grupo Controle. Portanto, para os demais marcadores, ou seja, ALT, albumina, AST, 

colesterol total, creatinina, fosfatase alcalina, glicose, LDL, proteínas totais, 

triglicerídeos e ureia, não foi relatada diferença significativa entre os grupos. 

 

 

 

Tabela 6. Valores referentes aos parâmetros bioquímicos presentes no sangue dos animais. * p < 0,05 vs Controle, 

em teste t não pareado.  
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4.4.5. Análise de AGCCs (IN VIVO) 

 

 Os resultados obtidos da produção de AGCCs in vivo durante o tratamento não 

demonstraram grandes modulações. O nível dos três AGCCs se comportou de forma 

parecida em ambos os grupos. 

Quanto à produção de acetato (Figura 14), o grupo Café registrou níveis pouco 

mais altos que o grupo Controle, porém, sem significância. Enquanto no grupo Controle 

houve uma oscilação na produção de acetato entre os três momentos do experimento, 

para o grupo Café os níveis se mantiveram mais estáveis entre si. Em ambos os grupos, 

a quantidade de acetato presente nas fezes decresceu ao longo do experimento, mesmo 

que em baixas quantidades. É importante ressaltar também, que a concentração inicial 

de acetato, ao início do experimento, diferiu entre os dois grupos, sendo o grupo 

Controle pouco superior ao Café. Sendo assim, a queda entre o dia 0 e 45 no Controle, 

foi superior ao grupo Café. 

 

 

Figura 14. Concentração de acetato nos dias 0 (D0), 45 (D45) e 90 (D90) nos animais controle (sem tratamento) e nos 

animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

 Para o comportamento do propionato (Figura 15), ambos os grupos apresentam 

perfil semelhante. Nos dois grupos houve uma queda na concentração de acetato entre 

o Dia 0 e 45. Quando comparados no Dia 45, o grupo Controle e Café, houve diferença 

estatística, sendo que o grupo Café apresentou maiores concentrações de propionato. 

Não houve demais diferenças estatísticas entre a concentração de propionato 
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comparando um mesmo grupo, tampouco entre mesmo dia de grupos diferentes. 

Portanto, Café e Controle não têm diferença estatística interna entre os dias 0, 45 e 90 

do experimento. 

 

 

 

Figura 15. Concentração de propionato nos dias 0 (D0), 45 (D45) e 90 (D90) nos animais controle (sem tratamento) e 

nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ## p < 0,01 vs mesmo dia do grupo Controle. ANOVA 

seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

 Tratando-se da concentração produzida de butirato (Figura 16), o padrão entre 

os diferentes dias ocorreu de maneira semelhante entre os dois grupos. Em ambos os 

grupos, o nível inicial de butirato estava alto, quando no dia 45 sofreu uma queda, e ao 

dia 90 a concentração voltou a subir, porém sem retornar ao patamar inicial. Para o 

grupo Controle, houve diferença estatística entre os dias 0 e 45, sendo o dia 0 superior 

na concentração de ácido butírico. Da mesma maneira, o grupo Café tampouco 

apresentou diferença estatística entre os dias de seu tratamento. No entanto, foi 

reportada diferença significativa no dia 45 entre o grupo Café e Controle, sendo o do 

Café superior. 
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Figura 16. Concentração de butirato nos dias 0 (D0), 45 (D45) e 90 (D90) nos animais controle (sem tratamento) e nos 

animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ## p < 0,01 vs mesmo dia do grupo Controle; * p < 0,05, vs D0 

intragrupo. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT.  

 

 Quando somados os três AGCCs, foi calculada a concentração de AGCCs totais 

(Figura 17). Ambos os grupos, mais uma vez, possuem perfil parecido na síntese de 

AGCCs ao longo do experimento. Dia 0 apresentou o maior pico de concentração de 

AGCCs, em seguida houve uma queda no dia 45 e uma ascensão novamente ao dia 90. 

Não foi reportada significância na diferença entre os dias nos diferentes tratamentos, no 

entanto, o grupo Café apresentou ligeiro aumento nos dias 45 e 90, quando comparados 

em relação ao Controle, mas sem significância estatística. 
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Figura 17. Concentração da somatória de AGCCs (acetato, propionato, butirato) nos dias 0 (D0), 45 (D45) e 90 (D90) 

nos animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ANOVA seguida 

de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

4.4.6. Análise de microrganismos de interesse por qPCR (IN VIVO) 

Foi investigada a presença e comportamento das mesmas doze espécies de 

bactérias das fezes dos camundongos ao longo de 90 dias de experimento. Três 

medições foram feitas, uma ao início, ao meio e ao fim do tratamento, denominados 

também como dia 0, 45 e 90. No entanto, os gráficos demonstram a porcentagem das 

bactérias em relação ao D0, considerado como 100%, indicado no gráfico pela linha 

tracejada. Ou seja, a ascensão ou queda da população da bactéria fora medida de acordo 

com o dia inicial de determinada bactéria analisada. 

Primeiramente, para a análise de Akkermansia muciniphila (Figura 18) não foi 

demonstrada diferença significativa nos dias D45 e D90 em ambos os grupos 

experimentais. 
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A. muciniphila 

 

Figura 18: Porcentagem de A. muciniphila nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos 

animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ANOVA seguida de 

teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Para a expressão de B. adolescentis (Figura 19), o grupo Controle apresentou 

uma redução significativa da população da bactéria quando comparado ao início do 

experimento. Por outro lado, para o grupo Café observou-se um aumento da relação da 

bactéria ao longo do tratamento, embora não haja significância entre os dias 45 e 90, 

com o dia 0. No entanto, o dia 90 do grupo Café é significativamente superior ao dia 90 

do Controle. 

        B. adolescentis 

 

Figura 19: Porcentagem de B. adolescentis nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos 

animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ** p < 0,01 vs D0 

intragrupo; # p < 0,05 vs mesmo dia do grupo Controle. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 



50 
 

Para a bactéria B. longum (Figura 20) houve redução significativa de ambas as 

medições do tratamento, em relação ao D0 em ambos os grupos, sem diferença 

significativa entre os grupos. Os dias 90 de ambos os grupos são significativa e 

consideravelmente inferiores ao dia 0.  

                                                      

       B. longum 

 

Figura 20. Porcentagem de B. longum nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos 

animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ** p < 0,01 vs D0 

intragrupo. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Os estudos com a bactéria patogênica E. coli (Figura 21) também mostram que ocorreu 

uma redução significativa de sua expressão em ambos os grupos experimentais quando 

comparados ao início do tratamento, porém, sem diferença significativa entre os dois grupos. O 

fim do experimento para ambos os grupos atinge números muito baixos, e em especial ao grupo 

Café, os níveis chegam próximo a zero. 

               E. coli 

 



51 
 

Figura 21: Porcentagem de E. coli nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos animais 

controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ** p < 0,01 vs D0 intragrupo. 

ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Já para a análise de Faecalibacterium prausnitzii (Figura 22), o grupo Controle 

teve sua população reduzida em relação ao D0, sendo esta redução significativa ao dia 

90 do experimento, enquanto que para o tratamento com o café também apresentou 

mesmo comportamento em relação ao início do experimento. No entanto, para o grupo 

Café a redução foi menor no dia 45, quando comparada ao dia 45 do Controle. 

 

             F. prausnitzii 

 

Figura 22: Porcentagem de F. prausnitzii nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos 

animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ** p < 0,01 vs D0 

intragrupo; * p < 0,05 vs D0 intragrupo; # p < 0,05 vs mesmo dia do grupo Controle. ANOVA seguida de teste a 

posteriori de DUNNETT. 

 

Para as análises do gênero Lactobacillus, a expressão de L. agilis também foi 

reduzida significativamente em ambos grupos experimentais quanto ao seu respectivo 

D0, sem diferença significativa entre os grupos nos diferentes dias de tratamento (Figura 

23). Para L. gasseri (Figura 24), o tratamento com o café aumentou considerável e 

significativamente no dia 90, quando comparado ao dia 0, assim como quando 

comparado com o dia 90 do grupo Controle.  

Especificamente sobre L. rhamnonus, o tratamento com Coffea arabica não foi 

capaz de alterar significativamente a expressão da bactéria, tanto comparado com D0 

quando comparado com o grupo Controle (Figura 25). Além disso, o tratamento com o 



52 
 

café não foi capaz de alterar significativamente a expressão de L. salivarius tanto 

comparado com D0 quando comparado com o grupo Controle, embora visualmente o 

grupo Café tenha demonstrado aumento nos níveis da bactéria em comparação com o 

início do experimento (Figura 26). 

 

     L. agilis 

 

Figura 23. Porcentagem de L. agilis nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos animais 

controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ** p < 0,01 vs D0 intragrupo; 

* p < 0,05 vs D0 intragrupo. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

  

      L. gasseri 

 

Figura 24. Porcentagem de L. gasseri nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos 

animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. * p < 0,05 vs D0 

intragrupo; ## p < 0,01 vs mesmo dia do grupo Controle. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 
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L. rhamnosus 

 

Figura 25. Porcentagem de L. rhamnosus dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos 

animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ANOVA seguida de 

teste a posteriori de DUNNETT. 

 

               L. salivarius 

 

 

Figura 26. Porcentagem de L. salivarius dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos animais 

controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ANOVA seguida de teste a 

posteriori de DUNNETT. 

 

Para o gênero Roseburia, verificou-se que a expressão de R. faecis (Figura 27) foi 

reduzida no grupo Controle ao longo dos 45 e 90 dias e, embora o grupo Coffea arabica 

não tenha afetado de forma significativa a expressão dessa bactéria em relação ao D0, 

o tratamento evitou a redução detectada no D90 quando comparada ao respectivo D90 

do grupo Controle, o qual manteve níveis mais altos da bactéria. 
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     R. faecis 

 

 

Figura 27. Porcentagem de R. faecis nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos animais 

controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ** p < 0,01 vs D0 intragrupo; 

# p < 0,05 vs mesmo dia do grupo Controle. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

Para R. intestinalis (Figura 28), embora reduzida, não foi detectada diferença 

significativa da expressão da bactéria no grupo Controle em relação ao D0. No entanto, 

houve redução significativa da expressão quando os animais foram tratados com Coffea 

arabica quando comparado ao início do tratamento. 

 

           R. intestinalis 

 

Figura 28. Porcentagem de R. intestinalis nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos 

animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. ** p < 0,01 vs D0 

intragrupo. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 
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E por fim, o tratamento com o Café reduziu de forma significativa a expressão de 

R. inulinivorans (Figura 29) nos dias 45 e 90 quando comparado ao D0, e não houve 

diferença significativa para o grupo Controle. Embora o dia 45 do grupo Controle tenha 

apresentado altos níveis da bactéria, não há significância em seus resultados. 

 

R. inulinivorans 

 

 

Figura 29. Porcentagem de R. inulinivorans nos dias 45 (D45) e 90 (D90) em relação ao dia inicial do experimento, nos 

animais controle (sem tratamento) e nos animais tratados com dieta enriquecida a 10% de café. * p < 0,05 vs D0 

intragrupo. ANOVA seguida de teste a posteriori de DUNNETT. 

 

5. DISCUSSÃO  

Fibras solúveis e insolúveis são encontradas em diferentes fontes vegetais, como 

frutas, legumes, sementes, grãos e cereais, em diferentes proporções. A maior parte das 

fibras insolúveis, como celulose e hemicelulose, quando chegam ao cólon intestinal, tem 

como função o auxílio da formação do volume fecal, uma vez que não são, ou são muito 

pouco digeridos pela microbiota intestinal. Já as fibras solúveis atuam de maneira 

inversa: não contribuem para a formação do bolo fecal, porém atuam diretamente na 

fermentação das bactérias e na síntese de ácidos graxos de cadeia curta (70). O resíduo 

do café possui mais de um terço de sua constituição de fibras alimentares (38,81%), das 

quais a maior parte são fibras insolúveis, que atuam no auxílio da motilidade intestinal. 

Já as fibras solúveis estão em menor quantidade, cerca de 9%, sendo parte fibras de alto 
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peso, e parte baixo peso molecular. Sendo assim, é um produto que tem grande 

potencial para contribuir com a saúde intestinal. 

O aproveitamento e utilização das fibras alimentares pelas bactérias da 

microbiota intestinal, não se dá apenas pelo catabolismo ativo do produto. Algumas 

bactérias, principalmente dos filos Firmicutes e Actinobacteria, contêm enzimas 

degradantes de fibras em seus organismos e a fazem ativamente. No entanto, a 

capacidade enzimática de um organismo não é a única maneira da bactéria de se 

beneficiar por meio das fibras alimentares, visto que algumas bactérias têm a habilidade 

de se aderir à cadeia de estrutura, e consumir fragmentos de fibras que foram quebrados 

por outras bactérias, assim como também podem se aproveitar de metabólitos 

sintetizados por outras bactérias, a partir do consumo das mesmas (71). 

Enquanto a indústria agrícola utiliza estritamente o grão do café, o resíduo 

constitui a polpa e casca do fruto. Especificamente em relação ao café em grãos moído 

e consumido por meio da bebida, há inúmeros compostos bioativos em sua constituição, 

entre eles polifenóis, cafeína, ácido cafeico, ácido clorogênico e melanoidinas (72; 73). 

Além disso, a bebida em si contém grande quantidade de fibras solúveis, principalmente 

galactomananas e arabionogalactanas (polissacarídeos) (74).  

Estudos in vitro, in vivo e ensaios clínicos evidenciam que a presença de polifenóis 

em produtos consumidos, podem auxiliar na modulação da microbiota intestinal, por 

um efeito denominado “prebiotic-like” (75; 76). Essa atividade de mimetização de efeito 

prebiótico, por parte dos polifenóis, é uma das grandes vantagens do uso funcional dos 

alimentos. Há evidências de estudos in vitro que revelam que flavonoides, como 

antocianinias, ácidos fenólicos (epicatequinas, cumarinas), polifenóis (ácido cafeico, 

ácido clorogênico, quercetina) aumentam a abundância de bactérias benéficas para a 

microbiota intestinal, como Bifidobacterium e Lactobacillus, e também diminuem a 

população de bactérias com potencial patogênico, como E. coli e Clostridia (75 - 77). 

Resumidamente, ao café consumido como bebida, está evidenciado seu potencial 

prebiótico, tanto em função da constituição de suas fibras alimentares, quanto pela 

presença de polifenóis. Segundo análises realizadas neste estudo, o resíduo do café 

apresenta um baixo teor de polifenóis em sua constituição, cerca de 0,44%, assim como 
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baixa capacidade antioxidante, da qual necessita-se uma concentração bastante elevada 

(57,27 mg/ml) para redução de 50% do radical livre DPPH. Sendo assim, em termos de 

eficiência antioxidante para o produto testado, não se trata de um recurso muito 

interessante.  

  Além disso, foi demonstrado que compostos polifenólicos derivados do café 

interagem com a microbiota intestinal de maneira bidirecional: em que os polifenóis 

podem modular a microbiota através da capacidade prebiotic-like (78), assim como 

podem também ser catabolizados por bactérias da microbiota, e serem convertidos em 

uma variedade de compostos antioxidantes, com maior potência que os compostos de 

origem, como é o exemplo da quebra do ácido clorogênico presente no café, que gera 

ácido cafeico, ferúlico e ácido p-cumárico, com capacidades antioxidantes e 

anticarcinogênicas (79). 

No modelo de experimentação in vitro, o consumo do resíduo do café mostrou-

se muito efetivo no que tange a produção de metabólitos. A concentração de 100 mg/ml 

demonstrou ser bom recurso ao aumentar a produção de acetato, propionato e butirato, 

inclusive em proporções maiores que àquela promovida pela inulina.  

O café em sua maior concentração, foi diferente dos grupos Controle e do Não 

Fermentado na produção dos três AGCCs. O grupo Controle reproduz cenário em que 

houve fermentação, porém sem substrato além do conteúdo presente nas fezes, isto é, 

assume-se que o Café 100 estimulou ainda mais a capacidade de síntese dos metabólitos 

quando comparado o basal, com e sem o processo fermentativo. As comparações feitas 

com o grupo Inulina 30 mg/ml são importantes para demonstrar quantitativamente o 

efeito do Café 100, em relação ao padrão referência de atividade prebiótica largamente 

utilizado. O produto é referência por estar principalmente atrelado ao aumento de 

butirato e de bactérias butirogênicas (80). Dessa forma, o resultado obtido acerca da 

produção de butirato, mostra-se muito interessante e revela o potencial prebiótico do 

resíduo do café na concentração 100 mg/ml. Ponto que revela a capacidade prebiótica 

do Café 100, é a ausência de diferença significativa com Inulina, o que indica que 

estatisticamente, ambos os grupos não diferem para a produção de butirato. A 

somatória de AGCCs totais revela a produção dos três metabólitos juntos, que 
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indiscutivelmente, atinge seu maior patamar com a fermentação realizada com resíduo 

de café na concentração de 100 mg/ml. 

O aumento na síntese de AGCCs ocorre devido ao aumento na efetividade de 

produção por parte da microbiota intestinal, assim como pelo próprio aumento da 

população em si, visto que o processo fermentativo com o Café modulou positivamente 

algumas bactérias. Além dos resultados in vitro, este efeito também foi identificado nos 

estudos in vivo, em que o grupo Café aumentou a população de B. adolescentis após 45 

e 90 dias de tratamento dos animais. O gênero Bifidobacterium é produtor de acetato e 

lactato (81). De acordo com os resultados obtidos in vitro, com o aumento da bactéria 

no tratamento com Café 100 mg/ml, pode-se dizer que houve participação da bactéria, 

concomitantemente para maiores concentrações de acetato. Embora esteja reportado 

que a inulina está associada tanto à produção de butirato, quanto às bactérias F. 

prausnitzii e B. adolescentis (80), nossos resultados não corroboram com o referido. Para 

a população de F. prausnitzii, o Café 10 obteve os maiores resultados, sendo superior 

estatisticamente à inulina. Tampouco para B. adolescentis, em que a relação da bactéria 

é superior no grupo Ca100, enquanto para o grupo I30 não apresenta aumento e 

inclusive, demonstrou-se inferior ao Controle.  

Os experimentos in vitro e in vivo se complementam sob perspectivas diferentes. 

A experimentação animal abrange características sistêmicas e interações que o 

experimento in vitro não é capaz de englobar. Dessa forma, os estudos in vivo realizados 

com camundongos C57Bl/6 apresentam resultados diferentes, porém complementares. 

Enquanto nos estudos de fermentação in vitro, o café foi capaz de aumentar 

significativamente a produção dos AGCCs de forma superior a inulina para acetato, 

propionato e ácidos graxos totais e similar à da inulina na produção de butirato, no 

ensaio in vivo, o café afetou a produção do propionato e butirato no D45 quando 

comparado ao controle, sem efeitos sobre a produção de acetato e ácidos graxos totais 

em nenhum dos dias de avaliação. Esta diferença pode ser relacionada ao fato de que 

nos estudos in vitro, o produto está em contato direto com a microbiota intestinal 

podendo ser diretamente utilizado como substrato, enquanto que nos estudos in vivo 

esta disponibilidade pode estar reduzida por mecanismos farmacocinéticos envolvidos 

no trânsito do produto, da cavidade oral até a região do intestino onde reside a maioria 

da microbiota intestinal. 
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As análises referentes ao consumo alimentar e evolução ponderal, assim como 

os dados da análise bioquímica do sangue e o peso dos órgãos dos animais, indicam que 

quando comparado o produto de interesse com o grupo Controle, há uma segurança e 

confiabilidade para o consumo do resíduo do café. Principalmente parâmetros que 

avaliam a função renal e hepática, ao apresentarem-se iguais estatisticamente entre os 

grupos, assume-se a ausência de toxicidade e assegura sua utilização. 

Além destes aspectos, as moléculas de AGCCs, além de serem compostos 

extremamente voláteis, têm meia-vida curta pois são rapidamente metabolizadas no 

organismo (68). As concentrações de AGCCs presentes no intestino grosso dependem da 

qualidade da microbiota intestinal, hábito alimentar, frequência do trânsito intestinal e 

da interação metabólica entre o hospedeiro e sua microbiota (68). Da mesma forma, a 

concentração dos metabólitos decresce de acordo com a localidade do trato 

gastrointestinal, sendo o ceco intestinal onde há maior gradiente, seguido do cólon 

proximal em geral, e com diminuição no cólon distal (82), o que indica que a absorção é 

realizada no caminho anatômico intestinal. Além disso, a extensa maioria desses 

metabólitos (>95%) é oxidada e absorvida por células da mucosa do intestino grosso 

(colonócitos) e segue para a corrente sistêmica (50). Uma pesquisa realizada com 

indivíduos humanos post mortem (após 4h), revela que após a absorção, há uma 

diferença grande na concentração de AGCCs de acordo com o órgão ou região do corpo 

(84). As concentrações de AGCCs são muito maiores no trato gastrointestinal em 

comparação a outros tecidos como o sangue periférico, fígado, e também, nas fezes 

(84).  

Como forma de exemplo, o butirato presente no lúmen intestinal é rapidamente 

absorvido pela mucosa e atinge a corrente sanguínea (85). Para análises feitas através 

de fezes ou de bolo fecal presente ainda no intestino, não é possível traçar uma relação 

linear e direta entre a abundância de butirato disponível e as bactérias butirogênica 

presentes na microbiota deste indivíduo (85), uma vez que há muitas interferências 

tangenciando a concentração final de AGCCs. 

Além disso, outro ponto importante a ser levantado é a relação entre a produção 

de AGCCs e os horários do dia. Foi demonstrado que tanto o comportamento de certas 

bactérias da microbiota, quanto a síntese de AGCCs são correlatas com o ciclo circadiano 

do hospedeiro (86; 87). A produção de acetato, propionato e butirato decresce ao longo 
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do dia. Estudos realizados in vivo (86) revelam que as bactérias se comportam de 

maneira rítmica, assim como a produção de metabólitos. Kaczmarek et al., 2017 (86) 

reportou uma queda na concentração de butirato referente a 5 a 12%/hora em estudos 

com fezes humanas, enquanto Leone et al. (87) uma diminuição de 22%/h de butirato 

presente no ceco de roedores. Esses números variam de acordo com a análise e tempo 

de coleta do conteúdo fecal. 

A coleta de fezes dos camundongos foi realizada uma vez na semana juntamente 

ao processo de troca de caixa dos animais. Dessa forma, adiciona-se a variável tempo de 

exposição dos AGCCs presentes no conteúdo fecal, ao ambiente, o que pode corroborar 

com uma perda parcial na concentração dos metabólitos, além da dificuldade de registro 

do momento em que houve a evacuação. 

Além do mencionado anteriormente, há um ponto crucial associado às 

interações microbiológicas dentro do ambiente intestinal. Para a produção de ácidos 

graxos de cadeia curta, algumas bactérias da microbiota intestinal consomem não 

somente carboidratos não digeríveis, mas também, metabólitos produzidos por outras 

bactérias como substrato intermediário, termo denominado “cross-feeding” (85). 

Segundo Smith, 2004 (88), cross-feeding é definido como uma interação entre espécies 

e ou cepas de bactérias, em que moléculas resultantes do metabolismo de uma bactéria 

são posteriormente utilizadas e metabolizadas por outra espécie de bactéria. Uma 

interação exemplificando este conceito foi reportada por Belenguer et al., 2006 (89), em 

que foi observada uma cepa de Eubacterium hallii (produtora de butirato) utilizando 

lactato produzido por Bifidobacterium adolescentis em estudo de cocultura in vitro.  

Embora o acetato seja o AGCC em maior concentração no conteúdo fecal, sabe-

se que há bactérias consumidoras que o utilizam como substrato para a síntese de outros 

metabólitos (89). Consumidores de acetato englobam dois importantes grupos de 

bactérias butirogênicas presentes na microbiota, Faecalibacterium prausnitzii e 

Roseburia intestinalis (90; 91). Já foi demonstrado relação direta entre a produção de 

butirato a partir de ambas as bactérias citadas e o consumo de acetato (89; 92). 

Portanto, somando-se essas possíveis indagações acerca da baixa produção de 

metabólitos, a potencial modulação da microbiota intestinal pode ser avaliada pela 

expressão das bactérias intestinais, através de análise de qPCR da microbiota realizada 

neste estudo. 
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Embora a produção de AGCCs não tenha sido modulada ao longo do experimento 

in vivo, a população de várias bactérias foi alterada, corroborando que o café é um 

modulador da microbiota intestinal. O comportamento da microbiota intestinal dos 

grupos experimentais, Controle e Café, diferiu entre si, indicando o potencial modulador 

do café. 

Em relação à análise de bactérias do experimento in vivo, o comportamento da 

bactéria Akkermansia Muciniphila, não demonstrou significância em seus resultados, 

embora a população tenha crescido ao longo do experimento, em ambos os grupos. A 

A. muciniphila é uma bactéria presente em grande quantidade no intestino, com uma 

proporção de 1 a 3% da totalidade de células presente no conteúdo fecal (109). O 

aumento da bactéria traz benefícios para o epitélio gastrointestinal, assim como para o 

restante da microbiota intestinal por meio da manutenção e preservação da camada de 

muco. Além disso, é uma bactéria produtora de metabólitos benéficos ao hospedeiro, 

incluindo o acetato e propionato (110; 111), assim, portanto contribuem positivamente 

para a concentração de AGCCs presente no ambiente intestinal.  

 O gênero Bifidobacterium compõe o grupo mais abundante de bactérias da 

microbiota intestinal de adultos humanos (93), sendo o gênero reconhecido por 

apresentar benefícios ao organismo do hospedeiro, assim como o Lactobacillus (47). 

Neste estudo foram avaliadas duas espécies do gênero: B. adolescentis e B. longum. Nos 

ensaios in vitro, o café foi capaz de aumentar a população de B. adolescentis, sem 

produzir efeitos na população de B. longum, enquanto nos estudos in vivo, os efeitos são 

similares, uma vez que o café aumenta a população de B. adolescentis, sem afetar a 

população de B. longum. 

Segundo Gibson, 1994 (94), os benefícios atribuídos ao gênero estão entre a 

síntese de vitaminas do grupo B, proteção contra infecções intestinais, melhora da 

resposta imune do hospedeiro e, inibição do desenvolvimento de culturas patogênicas 

através de exclusão competitiva (95).  

Está reportado que a população de Bifidobacterium longum decresce de acordo 

com a etariedade do animal (96), que no estudo corrobora seu comportamento. Em 

ambos os grupos ao dia 90 há uma queda significativa na expressão da bactéria, e isso 
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indica o avanço da idade dos animais. No entanto, nossos resultados revelam um 

aumento após a dieta enriquecida com o resíduo do café, especialmente para B. 

adolescentis. Estes resultados estão de acordo com estudos realizados anteriormente, 

em que houve o aumento significativo do gênero bacteriano após o estímulo com fibra 

prebiótica, entre eles a partir de inulina e fruto oligossacarídeos (47; 97).  

Assim como para os estudos in vitro, o comportamento de B. adolescentis nos 

estudos in vivo, também foi muito interessante para o tratamento com o grupo Café. 

Além de aumentar a expressão da bactéria nos dois dias medidos, houve um aumento 

significativo quando comparado o dia 90 entre os dois tratamentos, indicando que o 

consumo de resíduo do café modulou positivamente a população de B. adolescentis.  

B. adolescentis é uma bactéria produtora de lactato e acetato (98). Estudos 

sugerem a capacidade de ação protetora de Bifidobacterium contra a Escherichia coli 

O157:H7 entero-hemorrágica através da produção de acetato (99). Além disso, há outras 

referências que evidenciam uma correlação inversa entre Bifidobacterium e bactérias 

patogênicas, como Clostridium e E. coli, como observado em Alvaro et al., 2007 (100) e 

Chen et al., 1999 (101). Nossos resultados seguem de acordo com o referido. Enquanto 

as bactérias Bifidobacterium apresentaram aumento através da modulação com o 

resíduo do café, a E. coli sofreu decréscimo após o início do experimento. Não se sabe a 

relação direta para a redução da bactéria patogênica, mas a presença de Bifidobacterium 

somada à dieta enriquecida com o resíduo de café corroboram esta informação. 

A Escherichia coli é uma bactéria amplamente conhecida e reconhecida como 

patogênica, assim como Clostridium. Tratando-se de microbiota intestinal, quando em 

níveis elevados está muito associada a doenças intestinais como a retocolite ulcerativa 

(102) e doença de Crohn (103; 104). Nesse sentido, a modulação pela dieta se mostra 

positiva para os níveis de E. coli, à medida que o tratamento com o café mantém baixos 

os níveis desta bactéria. 

Bem como as bactérias previamente citadas, a Faecalibacterium prausnitzii é 

também importante espécie produtora de butirato presente na microbiota intestinal. 

Seu principal metabólito é o ácido butírico, mas contribui também para a quantidade 

total de lactato e, em quantidades menores ainda, acetato, piruvato e etanol (105). 
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Segundo Duncan et al., 2007 (106), em estudos in vivo revelam que F. prausnitzii faz 

contribuição menor para a produção de butirato fecal, quando em comparação com 

Roseburia spp. e Eubacterium spp. No entanto, evidências sugerem que os três gêneros 

são os mais abundantes produtores de ácido butírico da microbiota, juntas somam cerca 

de 7% do total de microrganismos presentes em amostras fecais de indivíduos saudáveis 

(90). Nosso estudo demonstrou que o café aumentou a população desta bactéria nos 

estudos in vitro, mas diminuiu no estudo in vivo, indicando que a ação moduladora do 

café sobre a população desta bactéria não ocorre no sistema vivo. 

Quatro espécies de Lactobacillus foram investigadas no estudo: L. agilis, L. 

gasseri, L. rhamnosus e L. salivarius. As bactérias do gênero Lactobacillus compõe, 

juntamente com Bifidobacterium, microrganismos benéficos para o organismo do 

hospedeiro. Entre os efeitos positivos que envolvem o gênero estão a diminuição do pH 

intestinal e inibição do crescimento excessivo de patógenos, como Candida, 

Pseudomonas, Staphylococcus, e Escherichia coli (97). Segundo Panpetch, 2021 (107), as 

espécies Lactobacillus auxiliam também na barreira intestinal promovendo aumento na 

secreção de muco, semelhante a A. muciniphila. O resíduo do café modulou 

positivamente, principalmente L. gasseri, em que o dia 90 do grupo Café foi 

significativamente superior ao início do tratamento, assim acomo com o dia 90 do grupo 

Controle, o que idica que o tratamento com o resíduo do café modulou a expressão de 

L. gasseri. Para L. agilis, não houve modulação positiva na expressão da bactéria, e 

inclusive há uma redução significativa para ambos os grupos. Para as demais bactérias 

do gênero, nota-se um aumento no grupo Café nos dois dias, porém sem significância. 

Como mencionado anteriormente, o gênero Roseburia é conhecido como grande 

produtor de butirato da microbiota (108). As bactérias do gênero analisadas foram R. 

intestinalis, R. inulinivorans e R. faecis, sendo que o café foi capaz de modular 

positivamente apenas a população de R. inulinivorans nos estudos in vitro, em sua 

menor concentração (Ca 10 mg/ml). Para os estudos in vivo, os resultados obtidos para 

as três bactérias, foram a diminuição a população ao longo do tempo, em ambos os 

grupos experimentais. Tratando-se especificamente de R. faecis, embora o grupo Café 

não tenha aumentado a expressão da bactéria, o dia 90 do tratamento com o café evitou 

uma redução detectada no dia 90 do controle, uma vez que foram significativamente 
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distintos. No entanto, as concentrações de butirato in vivo permaneceram estáveis ao 

longo do tempo, independente destes resultados em queda, corroborando com o 

referido de que a interação entre a microbiota intestinal e seus metabólitos, é muito 

vasta, complexa e exige uma compreensão e avaliação de todo o cenário em questão. 

 

6. CONCLUSÃO 

Com base nestas considerações, pode-se afirmar que o resíduo do café é um 

modulador da microbiota intestinal, como evidenciado por sua eficácia em aumentar a 

produção de ácidos graxos de cadeia curta, e a população de algumas bactérias da 

microbiota intestinal, dentre as quais, algumas são de extrema importância para o 

ambiente intestinal em geral, como é o caso, principalmente de Bifidobacterium. Desta 

forma, o resíduo do café é um produto promissor para ser usado como alimento 

funcional e para atuar de forma benéfica em doenças em que a microbiota intestinal 

desempenha papel fundamental em sua etiologia, sendo um excelente candidato para 

estudos adicionais de avaliação de sua capacidade farmacológica como agente 

preventivo e complementar para o tratamento de doenças relacionadas à disbiose 

intestinal. No entanto, estudos in vivo adicionais devem ser realizados, especialmente 

incluindo o uso do resíduo de café em diferentes formulações farmacêuticas, que 

possam aumentar sua disponibilidade nas porções finais do trato gastrointestinal, e 

garantir uma maior produção de ácidos graxos de cadeia curta, como foi observado nos 

estudos in vitro. 
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