UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DE ALIMENTOS

INFLUENCIA DO TEMPO E TEMPERATURA DE TORRACAO DO CACAU NO
TEOR DE COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
CHOCOLATE.

TANISA ANDRADE ARAUJO DE SOUZA

Salvador- BA
2017



TANISA ANDRADE ARAUJO DE SOUZA

INFLUENCIA DO TEMPO E TEMPERATURA DE TORRACAO DO CACAU NO
TEOR DE COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
CHOCOLATE.

Orientador: Dr. Sérgio Eduardo Soares

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia de Alimentos da
Universidade Federal da Bahia em cumprimento aos
requisitos para obtencdo do titulo de mestre em

Ciéncia de Alimentos.

Salvador — BA
2017



Sistema Universitario de Bibliotecas da UFBA

Scuza, Tanisa Andrade Arainjo de
Infludncia do tempo e temperatura de torragioc do cacau no
t=or de compostos bicativos e atiwidade antioxidante do

chocolate. [/ Tanisa Andrade Arafijo de Souza. -- Salvador, 2017.
Bl E. : il
Orientadora: Sérgic Eduardo Soares.
Dissertagdo (Mestrado - Programa de Pde-Craduagdio em Ciéncia
de Alimentos) -- Universidade Federal da Bahia, Faculdade ds=

Farmécia, 2017.

1. Chocolate. 2. FRAP. 3. DPFH. 4. FenfSlicoa. 5.
Metilxantinas. I. Eduardo Bocares, Sérgic. II. Titulo.




 UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAOQ EM CIENCIA DE ALIMENTOS

TERMO DE APROVAGAO
TANISA ANDRADE ARAUJO DE SOUZA

INFLUENCIA DO TEMPO E TEMPERATURA DE TORRACAO DO
CACAU NO TEOR DE COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO CHOCOLATE

Dissertacéo submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia de Alimentos
(nivel Mestrado Académico) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da

Bahia, como requisito parcial para a obtengdo do titulo de mestre em Ciéncia de
Alimentos.

Aprovada em 31 de maio de 2017.

BANCA EXAMINADORA

Dr. Sé%Eduardo Soares
Universidade Federal da Bahia
Orientador

&

Dr2. Eliete da Silva Bispo
Universidade Federal da Bahia

,c/},o nondp o pumeca Ve cj

Dr. Leonardo Fonseca Maciel
Universidade Federal da Bahia



"Que os vossos esforcos desafiem as impossibilidades, lembrai-vos de que as grandes coisas
do homem foram conquistadas do que parecia impossivel."

(Charles Chaplin)



AGRADECIMENTOS
A Deus pelo dom da vida e por me dar forga e coragem para superar todas as dificuldades.

A minha familia, em especial aos meus pais, a minha segunda mae, Jubiraci Pires, a minha
bisavo Arlinda Viena (in memoriam), a minha avé Bernadete Martins e aos meus irmaos, pelo

apoio e torcida.

As minhas amigas de vida, Carine, Ana Luiza, Elane, Dulce e Tatiane, por dividir alegrias e

tristezas.

Aos amigos que fiz nesta trajetéria, Ana Cldudia, Joelza, Rosemary, Hebe, Fabiana, Gabriela,

Rafaela, Tulio e Ismara, pelo apoio, companheirismo e momentos de distracao.

Ao laboratério LAPAAC por acolher o projeto de pesquisa e desenvolvimento do trabalho e
em especial aos colegas de laboratério Mariana, Téssia e Leonardo, pela compreensiao e
disposi¢cdo em ajudar.

Ao Laboratorio LAPESCA pelo auxilio nas andlises, em especial Carolina Oliveira pela

atencdo e ajuda.
A aluna de IC, Lorena Melo pela prestatividade e colaboragao com o projeto.

A professora Dr*. Eliete Bispo pelas contribuicdes desde antes de ingressar no mestrado que

muito serviu para a realizacdo desse sonho.

Ao professor Dr. Sérgio Soares, pela orientacdo na pesquisa realizada, pela compreensao,

paciéncia, apoio e ensinamentos.
A FAPESB pela concessio da bolsa de mestrado.

A Universidade Federal da Bahia e todos os professores dessa instituicdo que contribuiram

direta ou indiretamente com esse trabalho e com a minha formacao.

Obrigada!



SOUZA, Tanisa Andrade Araijo de. Influéncia do tempo e temperatura de torracdo do cacau
no teor de compostos bioativos e atividade antioxidante no chocolate. 81f. 2017. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos) - Universidade Federal da Bahia, Faculdade de
Farmacia, Salvador, 2017.

RESUMO

O cacau € um fruto muito apreciado, pois a partir de suas sementes € obtido um dos alimentos
mais conhecidos: o chocolate. Seu sabor e suas caracteristicas nutricionais sdo condicionados
ndo apenas a atributos genéticos do cacaueiro, mas também as modificacdes que ocorrem
durante seu beneficiamento. A torracdo € uma das etapas do processamento do chocolate que
afeta suas caracteristicas sensoriais e nutricionais. Sob este contexto, o objetivo deste estudo
foi verificar a influéncia do tempo e temperatura de torracdo nos teores de compostos
fendlicos, metilxantinas e atividade antioxidante em chocolates. A metodologia do estudo
abrangeu a extracdo dos compostos fendlicos e metilxantinas, onde a quantificacdo de
fendlicos totais foi realizada por Folin-Ciocalteu; sua identificacdo e quantificacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e determinagdo de atividade antioxidante
pelos métodos DPPH e FRAP. A amostra que apresentou maior quantidade de fendlicos totais
foi submetida as condi¢des de T = 80 °C e t = 20 minutos (C1). Os tratamentos submetidos a
torracdo de 80°C por 20 e 40 minutos (amostras Cl1 E C2), apresentaram diferenca
significativa na atividade antioxidante pelo método DPPH. Enquanto que os tratamentos
submetidos a torragdao a 80°C por 40 minutos (amostra C2) apresentou diferenca significativa
das demais amostras pelo método antioxidante FRAP. Para a Superficie de Resposta, estes
resultados foram diferentes estatisticamente, sofreram influéncia do tempo e temperatura nos
dois métodos antioxidantes, mas nao houve diferenca significativa para todas as condi¢des do
processo de torragdo. Os compostos bioativos alcancaram diferenca estatistica significativa,
mas a influéncia dos parametros nao foi para todas as amostras e todos os compostos. O teor
de Catequina sofreu influéncia do tempo e temperatura e apresentou valores menores
comparados a Epicatequina, enquanto que a Teobromina apresentou maiores valores em
relacdo a Cafeina e sofreu influéncia do tempo e da temperatura. Estes resultados demonstram
que amostras de chocolates submetidos a diferentes tempos e temperaturas de torragdo podem
apresentar influéncia nos compostos bioativos e na atividade antioxidante dos chocolates.

Palavras-chave: Chocolate, FRAP, DPPH, fendlicos, metilxantinas.



SOUZA, Tanisa Andrade Aratjo de. Influence of the time and temperature of cocoa torration
in the content of bioative compounds and antioxidant activity in chocolate. 81f. 2017.
Dissertation (Master of Science in Food Science) - Federal University of Bahia, Faculty of
Pharmacy, Salvador, 2017.

ABSTRACT

Cocoa is a very appreciated fruit, because from its seeds is obtained one of the best known
foods: chocolate. Its flavor and nutritional characteristics are conditioned not only by the
genetic attributes of cacao, but also the modifications that occur during its processing.
Roasting is one of the stages of chocolate processing that affects its sensory and nutritional
characteristics. In this context, the objective of this study was to verify the influence of
roasting time and temperature on the levels of phenolic compounds, methylxanthines and
antioxidant activity in chocolates. The methodology of the study included the extraction of
phenolic compounds and methylxanthines, where the quantification of total phenolics was
performed by Folin-Ciocalteu; its identification and quantification by high performance liquid
chromatography (HPLC) and determination of antioxidant activity by DPPH and FRAP
methods. The sample with the highest amount of total phenolics was submitted to conditions
of T =80 ° C and t = 20 minutes (C1). The treatments submitted to roasting at 80°C for 20
and 40 minutes (samples C1 and C2) presented a significant difference in antioxidant activity
by the DPPH method. While the treatments submitted to roasting at 80°C for 40 minutes
(sample C2) presented a significant difference of the other samples by the FRAP antioxidant
method. For the Response Surface, these results were statistically different, influenced by
time and temperature in the two antioxidant methods, but there was no significant difference
for all conditions of the roasting process. Bioactive compounds achieved a statistically
significant difference, but the influence of the parameters was not for all samples and all
compounds. Catechin content was influenced by time and temperature and presented lower
values compared to Epicatechin, whereas Theobromine had higher values in relation to
Caffeine and was influenced by time and temperature. These results demonstrate that samples
of chocolates submitted to different roasting times and temperatures may influence the
bioactive compounds and the antioxidant activity of chocolates.

Keywords: Chocolate, FRAP, DPPH, phenolics, methylxanthine
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1. INTRODUCAO

O chocolate, produto originado do aproveitamento de sementes do cacau, tornou-se
notdvel por suas caracteristicas sensoriais peculiares, sua capacidade antioxidante e possiveis
efeitos benéficos a saide humana. Cultivado em regides tropicais, suas variedades genéticas e

modificagdes decorrentes do seu processamento podem alterar o produto final.

A torracdo, uma das etapas de processo de producao do chocolate, é essencial para se
adquirir as caracteristicas de qualidade no produto (LOPES et al., 2003). No entanto, diversos
fatores interferem nas condi¢des de torracdo, como a procedéncia e o tipo da améndoa, o
tempo de colheita, os tratamentos anteriores a torra¢do, além da umidade e do tamanho das

améndoas ou dos nibs (BRITO, 2000; LOPES et al., 2003).

Os compostos fendlicos ou polifendis ocorrem em frutas, vegetais, sementes, flores,
bebidas e alguns alimentos industrializados (BRAVO, 1998). Os principais compostos
fendlicos encontrados nas sementes de cacau sdo das classes dos taninos e dos flavondides
(WOLLGAST e ANKLAM, 2000). No entanto, nesta etapa perde-se, pelo menos, 50% dos
flavondides existentes no cacau (PAOLETTI et al., 2012; LEITE et al., 2013; CRUZ et al.,
2015).

A atividade antioxidante do chocolate € reconhecida através dos flavondides que
neutralizam os radicais livres e inibem as enzimas responsdveis pela producdo de espécies
reativas de oxigénio. Entre os flavondides presentes no cacau e no chocolate, a (+)-catequina
e a (—)-epicatequina sao mais abundantes e os principais representantes. A (—)-epicatequina
tem sido citada como o principal flavanol monomérico do cacau, representando

aproximadamente 35% do conteudo total dos fen6licos (WOLLGAST e ANKLAM, 2000).

As metilxantinas, como teobromina e cafeina, sio compostos bioativos encontrados
nas sementes de cacau, caracterizadas como alcaldides purinicos e consideradas substincias
estimulantes. (BRUINSMA e TAREN, 1999). Os beneficios atribuidos ao alto contetido
fendlico e outros compostos bioativos do cacau e chocolates culminam em um interesse
particular sobre estes alimentos, dos pontos de vista nutricional e farmacolégico, tornando

crescente o interesse nas atividades bioldgicas a eles associados (VISIOLI et al., 2009).

Portanto, o objetivo deste estudo foi examinar a influéncia do tempo e temperatura de
torragdo de cacau nos teores de compostos fendlicos, metilxantinas e atividade antioxidante

em chocolates produzidos na regido sul da Bahia.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Verificar a influéncia do tempo e temperatura de torracdo nos teores de compostos
fendlicos, metilxantinas e atividade antioxidante em chocolates produzidos na regido sul da

Bahia.

2.2.  Objetivos Especificos

e [dentificar e quantificar os compostos fendlicos nas amostras de chocolate em
diferentes tempos e temperatura de torracao;

e [dentificar e quantificar as metilxantinas nas amostras de chocolate em diferentes
tempos e temperatura de torragao;

e Determinar a atividade antioxidante pelo método DPPH nestas amostras;

e Determinar a atividade antioxidante através do método FRAP nestas amostras;

e (Correlacionar os dados obtidos e verificar a influéncia do tempo e temperatura de

torragdo destes chocolates.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cacau (Theobroma cacao L)

3.1.1. Origem e generalidades

O cacaueiro € origindrio das florestas equatoriais - fixadas na regiao do Equador, onde
as temperaturas sdo elevadas e quase invaridveis - da América do Sul, entre elas a Amazdnia,
especificamente nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco, devido a sua necessidade de climas
quentes e umidos. Entretanto, seu cultivo se deu primeiramente na América Central, e
também desenvolveu-se nas terras baixas do México, na América do Norte (BATISTA,
VIERO, 2012; LOPES et al., 2011; EFRAIM, 2009).

Esta planta era nomeada pelos astecas e outros grupos de lingua nahuatl de
“cacaohoaquahuitl”, os seus frutos de “cachocentli” e suas sementes de “cacaoatl”, nome
empregado hoje em dia para a espécie (LOPES et al., 2011). Estes povos a utilizavam sob a
forma de bebida, a qual apds a colonizacdo, principalmente espanhola, espalhou-se pela
Europa e, posteriormente, pelos Estados Unidos (BATISTA e VIERO, 2012).

Desta forma, o género Theobroma que pertence a ordem Malvales, da familia
Malvaceae, e da espécie Theobroma cacao L., passou a ser denominado por Lineu em 1737 e
foi constituido alimento dos deuses, em menc¢ao a origem divina atribuida ao cacaueiro pelos
povos mesoamericanos (LOPES et al, 2011; EFRAIM, 2009). Sao conhecidas 22 espécies
pertencentes ao género Theobroma, entre elas a Theobroma cacao, a qual suas sementes sao
utilizadas de maneira econdmica. (SODRE, 2007).

O cacau ¢ uma planta que necessita de umidade, tanto do ar quanto do solo;
imprescindivel para a criacdo de ambiente sombreado, necessdrio para a vida sauddvel das
fazendas e uma boa producdo; de temperaturas médias anuais entre 25°C e 27°C, nao
tolerando temperaturas inferiores a 15°C; umidade relativa do ar, em média, a maior de 88%
em junho e a menor, 85%, em janeiro, para o perfeito desenvolvimento dos frutos (ROCHA,
2008).

Para plantio do cacau sdo imprescindiveis chuvas regulares, temperatura média de
25°C e precipitacdo anual entre 1500 e 2000 mm, e o solo deve ser profundo e fértil
(MARTINI, 2004). Este deve ser argilo-arenoso, que se diferencia por possuir graos de argila
que ficam unidos entre si retendo sais minerais e dgua, fatores essenciais para o

desenvolvimento vegetal. Além do mais, o solo deve ser bem aerado (para promover a
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renovacdo do ar), propiciar a absorcdo de nutrientes por parte das raizes da arvore e ter uma
apropriada quantia de matéria organica, o que ja é provido pelas folhas derrubadas pelas

arvores de grande tamanho nas proximidades do cacaueiro (ROCHA, 2008).

Na figura 1 € mostrada a arvore do cacau que chega a ter de 5 a 10 metros de altura e
seus primeiros frutos sdo colhidos cerca de 5 anos ap6s a plantagio (MARTINI, 2004). E
constituida por folhas finas de tamanho préximo a 40 cm, com tronco de coloracdo escura, do
qual geram os frutos, possui flores com cinco pétalas, sendo sua reproducdo secunddria a
polinizacdo feita por insetos (entomofilia) (SILVA NETO et al., 2001). Em cada arvore de
cacau podem nascer 35.000 e 116.000 flores ao ano, onde menos de 5% sdo polinizadas e
menos de 1% reproduzem uma fruta madura (PAOLETTI et al., 2012). Sendo assim, sua
producdo anual gera em torno de 0,5 a 2 kg de sementes, j fermentadas e secas, por arvore

(BELITZ e GROSCH, 1999; ICCO, 2015).

A frutificagdo do cacaueiro comeca em torno dos trés anos e produz
consideravelmente a partir dos oito, trazendo produgdo satisfatéria até os trinta anos. Porém,
em condic¢des extraordindrias, pode produzir até cinquenta anos, e viver mais de cem (LAJUS,
1982; ELKON, 2004). E apesar de instituir-se monocultura, ndo degrada o solo, pois o
cacaueiro necessita da sombra das drvores para dar frutos. Desta maneira para a producio do
cacau ndo se pode retirar a mata e isso evita o desmatamento e a degradagdo do solo

(ALMEIDA e RIGOLIN, 2007).

Figura 1. Cacaueiro.

Fonte: CEPLAC, 2011.
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O cacau tornou-se um fruto muito conhecido devido ao bom emprego de suas
sementes (améndoas) para producdo de manteiga de cacau e chocolate. Contudo, o sabor de
seus produtos depende nao apenas das caracteristicas genéticas do cacaueiro (variedade),
como também das modificagdes que ocorrem durante seu processamento (ALVES, 2002;

BECKETT, 1994).

O simbolo da modernizagdo da cacauicultura estd no uso da matéria-prima, das
técnicas e na uniformizagdo da producdo. A atividade cacaueira € caracterizada pela lavoura,
pela industria processadora e chocolateira, sendo distinguida pela separacdo intensa entre o
setor primdrio e o setor industrial, ndo existe, portanto conexao intersetorial; desta forma os
produtores rurais ndo estdo submetidos diretamente as empresas processadoras. A
industrializacdo do cacau é um dos setores mais ativos da atividade cacaueira e um dos mais
importantes do mundo, mas € controlado por poucas empresas em todo mercado internacional

(ALMEIDA, 2008).

3.1.2. O fruto e suas variedades

Existem trés tipos principais de variedades de cacaueiro: Criollo, Forastero e
Trinitdrio, representadas na Figura 2. A maioria do cacau comercializado mundialmente € do
tipo Forastero, muito prolifero e resistente, participa de cerca de 95% da produ¢do mundial
de graos de cacau; o Criollo proporciona sementes de cacau muito aromadticas, mas devido a
sua sensibilidade perante as mudangas de climas, é muito propicio a doencas e pragas,
fazendo com que o seu rendimento seja muito baixo; o tipo Trinitario decorre da hibridizagao
entre Forastero e Criollo. As variedades Trinitdrio e Criollo geram um chocolate apontado

com qualidade excelente, suave aroma e sabor (ALVES, 2002; BECKETT, 2009).
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Figura 2. Variedades do cacaueiro

Criolio Forastens

Fonte: Luker Food Ingredients. Disponivel em

http://avabayat.com/Products/CasalLuker/index.html

A variedade Criollo é uma planta suavemente colorida e com uma noz de cardter mole
que se sobressai pela alta peculiaridade de suas sementes, embora tenha pouca robustez e
baixo rendimento. As sementes sdo grandes, abauladas e de sec¢do transversal arredondada;
seus cotilédones podem ser brancos ou cor-de-rosa, bem palido na semente fresca, originando
um produto bem pouco adstringente (DE ZAAN, 1993; DIMICK, 1986). A casca do fruto é
mole, de superficie dspera e com 5 sulcos bem distinguidos. O tempo de fermentagdo apds
colheita é pequeno e na maioria das vezes nao dura mais que um dia. Hoje em dia, o cultivo
desta espécie de cacau corresponde uma percentagem bastante pequena da produ¢do mundial
de cacau. Exemplos de cacau Criollo: alguns dos tipos cultivados na Venezuela, no Caribe e

na Papua-Nova Guiné (VERISSIMO, 2012).

O cacau Forastero reproduz a maior percentagem de cultivo a nivel mundial, em
média 95%, isto porque € uma planta vigorosa de cor castanha escura e usualmente possibilita
grandes producdes. As sementes do seu fruto sdo achatadas, com os cotilédones pigmentados
de diversas nuances de roxo nas sementes frescas, originando um produto que pode ser
adstringente ao adverso ao cacau Criollo (DIMICK, 1986; DE ZAAN, 1993). O seu pericarpo
€ diferente do cacau Criollo, pois ndo € rugoso e ndo apresenta sulcos tdo salientes. O tempo
de fermentacao pode variar de poucos dias a uma semana ou mais. A maior parte da produgdao
mundial de cacau incide sobre o tipo Forastero, mais especificamente no subtipo denominado
Amelonado. A planta Forastero € notéria pela sua habilidade em resistir a condig¢des
climéticas mais rispidas e também por proporcionar um maior teor de gordura, ao contrario do

cacau Criollo que é conhecido pelas suas peculiares de sabor (DE ZAAN, 1993).
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Enquanto isso, o cacau Trinitdrio € comercialmente conhecido como “fine cocoa” e é
produzido em Granada, Jamaica, Trinidad e Tobago, Colombia, Venezuela e América
Central. Este foi gerado em conseqiiéncia do cruzamento entre o cacau Forastero e o Criollo.
Este tipo de cacau é mais persistente e fértil que o cacau Criollo, no entanto possui atributos
inferiores. Possui caracteristicas muito variaveis como: a cor dos cotilédones, o tamanho ¢ a
forma da semente, as propriedades da casca do fruto e a adstringéncia, todavia a cor varia

entre branco e roxo (DIMICK, 1986; VERISSIMO, 2012).

A depender do gendtipo do fruto de cacau ele pode possuir cores e formas diferentes e
o tamanho pode variar entre os 15 cm e 30 cm de comprimento. Um fruto do cacaueiro pode
conter 50 sementes que estdo atreladas a uma placenta e cercadas por uma polpa que contém
cerca de 10,0-13,0% de acticar, 1,0% pectinas e 1,0-2,0% de 4cido citrico (PAOLETTI et al.,
2012). As sementes podem representar entre 13,5 e 29% do peso do fruto (SILVA, 2000;
MATTIETTO, 2001).

A estruturacdo interna do fruto do cacau, exposta da Figura 3, é motivada pela espécie,
as circunstancias agrondmicas e sua linhagem. A propdsito de alcancar o sabor de chocolate
pretendido, as sementes e a polpa t€ém de ser separadas e tratadas posteriormente (PAOLETTI
et al., 2012). O cotilédone e um pequeno gérmen de planta embriondria sdo recobertos por um
envoltério nomeado testa, e a semente € coberta por uma polpa branca com tonalidade rosada,
mucilaginosa e doce (BATALHA, 2009; BECKETT, 1994). A testa secreta a mucilagem e
opera como meio de condugdo entre os cotilédones e a polpa mucilaginosa (SILVA, 2000;

MATTIETTO, 2001).

Figura 3. Corte transversal de um fruto do cacau expondo seu interior. A: Polpa

mucilaginosa; B: Cotilédone; C: Placenta
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Fonte: Correio Gourm@nd. Disponivel em
http://correiogourmand.com.br/info_03_dicionarios_gastronomicos_alimentos_frutas_cacau.h

tm

O cotilédone contém células que apresentam reservas protéicas, lipidicas, amido e
células polifendlicas. No tecido fresco preponderam células contendo glébulos lipidicos que
recobrem a face interna da membrana celular. As células polifendlicas dispdem de um amplo
e Unico vacuolo cheio de polifendis que sdo responsdveis pela tonalidade dos cotilédones.
Este vacuolo é lisado durante o método fermentativo (MATTIETTO, 2001; URBANSKI,
1992).

As sementes podem medir de 2 a 3 cm de comprimento e apresentam polpa, testa e
cotilédones. A figura 4 representa o corte longitudinal de sementes de cacau. A composi¢dao
média das sementes de cacau, em matéria seca é de 40,0-60,0% de manteiga de cacau, 10,0-
15,0% de proteinas, 6,0% de amido, entre 0,9-1,4% de teobromina e 0,2% de cafeina (porém

a espécie Criollo pode conter até 1,3%) e 5,0-9,0% flavonéides (PAOLETTI et al., 2012).

Figura 4. Corte longitudinal de semente de cacau Trinitdrio e Criollo. A: Casca; B: Gérmen

ou embrido; C: Cotilédone.

Fonte: Costa Rica. Disponivel em https://www.costarica.com/blog/day-9-chocolate-dreams/

3.1.3. O cacau no Brasil e no mundo
A atividade cacaueira estd relacionada, de modo geral, as etapas de produ¢do do cacau, a

comegar do preparo da terra, implantacdo da cultura até a producdo do cacau em améndoas
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secas; comercio relacionado com a compra e venda de améndoas secas e deslocamento até as
industrias de transformacdo; técnica e melhoramento nas industrias de modificacdo do cacau;

comercializacdo dos subprodutos das améndoas (GOMES et al., 2015).

O cacau e seus subprodutos como o chocolate sdo largamente consumidos em diversos
paises e culturas, a exemplo da populacdo holandesa, onde o chocolate fornece até 20% do
total de flavondides em adultos, e em criancas, a percentagem € ainda maior (LAMUELA-
RAVENTOS et al., 2005). O chocolate é considerado o terceiro maior contribuinte de
antioxidantes a dieta americana com 100-107 mg / dia (frutos 255 mg / dia, legumes 233 mg /

dia) (VINSON et al., 2006).

A figura 5 representa a producdo mundial de cacau em 2013. Conforme dados da ICCO
(International Cocoa Organization), os maiores produtores mundiais de cacau sdo a Costa do
Marfim com 1.242 mil toneladas na safra 2009/10, seguida por Gana (632 mil toneladas),
Indonésia (550 mil toneladas), Nigéria (240 mil toneladas), Camardes (205 mil toneladas),
Brasil (161 mil toneladas), Equador (160 mil toneladas) e Papua Nova Guiné (50 mil
toneladas) (ICCO, 2015). Em 2010/2011 a maior produtividade da safra foi de 4,3 milhdes de
toneladas de améndoas de cacau. A receita anual prevista, em 2012, com o comércio de cacau,
foi de US$ 4 bilhdes e em 2013 a produgdo de cacau foi de 8,2 milhdes de hectares (ICCO
(2015).

Figura 5. Producdo de cacau em toneladas no mundo.
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Fonte: FAO, 2013.

Todavia, deve-se destacar que o custo médio do cacau na bolsa de Nova York, em 2010,
para o acordo com entrega em maio de 2011, foi de US$ 2.942/tonelada, levando a acreditar
em cifras do comércio mundial de améndoas de cacau em torno de US$12,5 bilhdes
(MARQUES, 2015). Na Figura 6 encontra-se a producdo de cacau em toneladas no Brasil no
ano de 2013. O maior requerente dos ingredientes de cacau, o comércio mundial de
chocolates, obteve receitas de US$ 117 bilhdes em 2014, conforme a consultoria KPMG
(2014).

O Brasil ocupava o 2° lugar do ranking de produ¢dao mundial até a década de 80 e caiu
para o 4° lugar, devido a: diminui¢do da drea de plantio e da norma tecnoldgica adotada, a
propagacdo da doencga conhecida como “vassoura de bruxa” nas plantagdes do principal
estado produtor, a Bahia (ALMEIDA et al., 2001). Com isso, na década de 90 o Brasil passou
de exportador de cacau em améndoas a importador do produto (FGV/EMBRAPA, 2003).

Em 2010 o Brasil foi considerado 5° produtor de cacau do mundo, sendo cerca de 90% de
todo o cacau brasileiro exportado (CEPLAC, 2010). Em 2011, a produ¢ao anual de cacau no
Brasil foi de 248.165 mil toneladas e em 2012 obteve 232.849 mil toneladas, segundo IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). Com o panorama de crises e decaimento da
produtividade cacaueira no Brasil, o pais passou a ser o sexto maior produtor de améndoas de
cacau do mundo, com participacdo de 5% na produgdao no ano de 2011 de acordo com dados
da FAOSTAT (2013). Em 2016, de acordo com o IBGE (2017), a producdo de améndoas de
cacau foi de 214.741 mil toneladas e a previsdo para 2017 € de 274.874 mil toneladas, com
uma variacdo percentual positiva na estimativa de producdo em relacdo ao ano anterior de

28%.



25

Figura 6. Producdo de cacau em toneladas no Brasil.
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Fonte: FAO, 2013.

No Brasil, os estados que predominam como produtores de cacau sdo: Bahia, Amazonas,
Pard, Espirito Santo, Rondonia e Mato Grosso; estados que tiveram e tem altos e baixos na
producgdo e exportacdo desse produto agricola. No Sul da Bahia em particular, principal area
produtora do Estado e do pais, esta regido experimentou uma fase muito prospera, que foi da
segunda metade da década de 1970 até meados da década de 1980, onde apds este periodo
entrou numa condicdo de grandes dificuldades. Instalou-se uma crise aguda no inicio dos anos
de 1990 que foi reflexo de diversos fatores entre eles: baixa de precos do produto, politica
cambial e, em particular, a doenca denominada “vassoura-de-bruxa” (Monilliophtora
perniciosa), que atacou as plantacdes de cacau da regiao (ROCHA, 2008).

A regido Sul da Bahia, denominada "Regido Cacaueira” representada na Figura 7, é onde
se concentra a produgdo de cacau no estado, onde possui 89 municipios, cerca de 90.000 km?
e 2 milhdes de habitantes, centralizada pelas cidades de Ilhéus e Itabuna, € motivador de cerca
de 95% da producdo brasileira, ficando o Espirito Santo com 3,5% e a Amazdnia em 1,5%
(CEPLAC, 2010). Com a organizag¢ao e evolucao da lavoura cacaueira da regido Sul da Bahia,
esta passou a ser vista como um “Eldorado” a partir do final do século XIX e inicio do XX.
Consequentemente, inimeras pessoas chegavam de diversas partes do pais, sobretudo de

P14

Sergipe, seduzidos pela fama de riqueza imputada a “arvore dos frutos de ouro”. O cacau €
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um simbolo regional de grande relevancia, por ter sido o produto agricola mais importante do
Sul da Bahia chegando a compor, geogrifica e economicamente, em sua zona de atuacdo, uma

microrregido cacaueira (ROCHA, 2008).

Figura 7. Microrregido cacaueira na Bahia.

Fonte: Wikipédia. Disponivel em:

https://pt.wikipedia.org/wiki/Microrregi%C3% A30_de_I1h%C3% A9us-Itabuna

O cacau foi introduzido no litoral, em Canavieiras, que na época fazia parte de Ilhéus e foi
a primeira area a cultivd-lo em 1746, porém, a atual drea do municipio de Ilhéus que se
estabeleceu como eixo da regido cacaueira. Levando a expansao da cultura para o interior, em
uma disputa pelas melhores terras. Surgindo a partir dai, diversas cidades em funcio dessa
cultura (ROCHA, 2008).

No mercado externo o Brasil passa a ganhar destaque a partir do século XXI: da
participacao nos mercados de qualidade do cacau e chocolate, com a produgdo e importancia
do cacau fino e de aroma brasileiro, através de atuacdes e premiagOes em eventos
internacionais a exemplo do Saldo de Chocolate de Paris e a consolidagdo de sociedades com
notaveis chocolateiros do mercado “gourmet” mundial. Fixou-se também nos mercados de
qualidades do cacau com as certificagdes: organicos, sustentdaveis (Fair for Life e Rainforest
Alliance) — a partir do ano de 2004 e da Identificacdo de Procedéncia do Cacau de Linhares —
Espirito Santo em 2012 (ESTIVAL, 2013).

Atualmente, a agroindustria do cacau enfrenta novos desafios pautados na ampliacdo da

produtividade, inovacdo e qualidade, face ao crescimento e variabilidade das demandas dos
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mercados consumidores globais de chocolates e produtos a base de cacau (manteiga de cacau
e p6 de cacau) (ESTIVAL e LAGINESTRA, 2015). De acordo com o IBGE (2017), a
producdo de améndoas de cacau na Bahia em 2016 foi de 116.122 mil toneladas, enquanto
que em janeiro de 2017 essa producdo ja chegava a 145.772 mil toneladas, com uma variagcao

positiva em torno de 25,5%.

3.2. Beneficiamento do cacau

O beneficiamento das sementes do cacau tem vasta importancia social, econdmica e
ambiental no planeta. Como resultado deste beneficio, espera-se o provimento dos
ingredientes para a fabricacdo de chocolates. (SANTOS, 2016). A modificacdo das sementes
do cacau ocasiona variados produtos semimanufaturados como: o chocolate em pd, a massa
de cacau e a manteiga de cacau; além de artigos manufaturados como o proprio chocolate

(DRUMMOND, 1998).

Sendo o chocolate o principal produto obtido a partir do cacau, este € um dos alimentos
mais contemplados mundialmente (EFRAIM et al., 2009) que compde-se de uma mistura da
massa de cacau, manteiga de cacau e agucar, acrescida de aromatizantes e emulsificantes
(LIMA, 2010).

O beneficiamento do cacau é conduzido a comecar da colheita, seguido pela quebra,
limpeza, fermentacdo e secagem. As améndoas sdao depositadas no cocho (caixas de madeira
com divisodrias utilizadas para revolver as améndoas) para fermentar, em uma média de seis a
oito dias. Apd6s fermentadas sdo movidas para a barcaga (lastro fixo com cobertura mével
usada para secagem natural) onde ficam em torno de oito a doze dias conforme a temperatura.
Todo este procedimento de beneficiamento do produto deve ser seguido rigorosamente, para
se conseguir excelentes améndoas que dardo procedéncia a um chocolate de bons atributos

(MARTINS, et al., 2012; SILVA et al., 2009).

A origem e as caracteristicas das améndoas de cacau determinam os predicados do
produto final, que ird atender a demanda de consumidores que buscam qualidade nos
chocolates, entre eles: saudabilidade, seguranca alimentar, maior conteido de cacau, maior
concentracdo de flavondides, origem organica e sustentdvel, entre outras condi¢des dos

mercados de qualidade do segmento (ESTIVAL e LAGINESTRA, 2015).

A tecnologia de colheita e pds-colheita do cacau € de enorme acuidade para se reunirem as

caracteristicas que fazem do chocolate um produto tao desejado (OETTERER, REGINATO-
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D’ARCE e SPOTO 2006); as quais estdo demonstradas na Figura 8§ através de um fluxograma

do processamento das sementes do cacau até a concepcao dos liguors.

Figura 8. Fluxograma do processamento das sementes do cacau até a concepcao dos liguors.
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Fonte: Efraim et al, 2010. Disponivel em:

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0101-20612010000500022.

3.2.1. Pré-processamento do cacau

As etapas de pré-processamento do cacau (colheita do fruto, quebra, retirada das
sementes, fermentacdo e secagem das améndoas) sdo importantes na garantia da qualidade das

améndoas, de acordo com Santos et al. (2000) e Lagunes-Galvez et al. (2007), e nas palavras
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de Oetterer, Reginato-D’arce e Spoto (2006), retinem as caracteristicas que fazem do
chocolate um produto tdo admirado.

Previamente o fruto é colhido com poddes e aglomerados no chdo para serem abertos
(OETTERER, REGINATO-D’ARCE e SPOTO, 2006). O intervalo entre a colheita e a quebra
nao deve exceder cinco dias, pois objetiva diminuir problemas de germinagdo e queda de
rentabilidade (M1, 2005). A casca € separada e o material interno (améndoas e polpa) é posto
em caixas de madeira para serem encaminhados a cura (OETTERER, REGINATO-D’ARCE
e SPOTO, 2006). Neste procedimento as caixas sao cobertas com folhas de bananeiras para
diminuir prejuizos de calor e impedir a desidratagdo da camada superficial (BEGIATO et al.,
2009).

A cura € a etapa inicial do tratamento do cacau que torna o fruto um produto de valor para
a comercializa¢do. Desta maneira, a separacdo da semente e da polpa para obter a améndoa
seca proporciona caracteristicas e constituicdo diferentes da semente fresca (BASTOS, 2003;
NACHTIGALL,1999).

O tratamento das sementes de cacau comeca na colheita dos frutos maduros, pois
considera-se que tem resultados favordveis nas caracteristicas e sabor dos graos durante a
fermentagdo e processamento posterior (AFOAKWA, 2010). As sementes serdo modificadas,
isto é, serd retirado o tegumento (casca) e germe para adquirir as améndoas que sao matéria
prima para aquisi¢cdo de pasta de cacau, manteiga de cacau, cacau em p6 e por fim chocolate
(OETTERER, REGINATO-D’ARCE e SPOTO, 2006; PONTILLON, 2009).

As améndoas e a polpa que estardo dentro das caixas de madeira seguirdo com o processo
de fermentagdo, que a principio provoca o inchaco das améndoas. Estas logo perdem dgua e
adstringéncia, tendo a coloracdo marrom escura pela transformacdo dos polifendis em fun¢do
da acidez gerada pela alteracao de pH. O processo total é concluido por volta de seis e oito
dias e ndo apenas facilita a separacdo da polpa e da améndoa, como também a altera
produzindo os precursores do sabor € do aroma tipicos almejados. Ao fim da fermentacdo, as
améndoas possuem um teor de umidade de 50% a 60% (OETTERER; REGINATO-D’ARCE
e SPOTO; 2006).

A etapa subseqiiente, denominada como secagem, exibe uma grande quantidade de
reacdes quimicas que ocorre consolidando a cor marrom do cacau e deixando-o com minima
umidade para o armazenamento. A secagem ocorre em barcacas, onde as améndoas ficam
espalhadas sobre o lastro e ficam expostos ao sol. Existem enzimas que atuam no interior das

améndoas e originam as reacdes quimicas de cura que diminuem a acidez, originando o sabor,
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aroma e cor particulares do chocolate. Este processo dura entre oito a doze dias ocasionando

um produto com umidade final de cerca de 7% (BECKETT, 1994).

3.2.2. Processamento do chocolate
O processamento, representado na Figura 9, é a fase consecutiva que compreende o
fornecimento das principais matérias-primas: liquor, manteiga e p6 de cacau, e a fabricagcdo
propriamente dita do chocolate e produtos achocolatados, ocorrendo a partir das améndoas

previamente torradas (BECKETT, 1994; SANTOS et al., 2000).

Figura 9. Fluxograma das etapas do processamento secunddrio do cacau.
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Fonte: Efraim et al., 2010.

No processamento industrial do cacau a principio ocorre a retirada de impurezas
(fibras, insetos, pedras, metais, etc.) que podem possivelmente aparecer nos lotes de
améndoas de cacau a serem processadas e que podem intervir nas fases seguintes (MINIFIE,
1999; FERRAO, 2002; BECKETT, 2008).

A maioria das impurezas € dura e podem acarretar danos aos equipamentos utilizados
para moagem das améndoas, além disso, contaminantes organicos irdo inflamar durante a
torracdo, liberando vapores que poderdo causar interferéncia negativa no sabor do cacau. Na
limpeza sdo aplicados diferentes métodos, como emprego de magnetos, ventilacdo e vibragdo
(FERRAO, 2002; BECKETT, 2008). Ap6s a retirada das impurezas as améndoas de cacau
sdo conduzidas para a etapa de tratamento térmico (COPETTI, 2009).

O progresso do aroma do chocolate ¢ motivado pela composi¢do genética das
sementes, processamento pds-colheita (fermentagcdo e secagem), torracdo e conchagem. O
sabor de chocolate é concebido na etapa de fermentagdo e torracdo (POSSIGNOLO, 2010).
Esse sabor caracteristico é alcancado apenas de sementes fermentadas, secas e torradas de
Theobroma cacao L., ndo podendo ser substanciado artificialmente (VOIGT e BIEHL, 1995).

Com todo este processo, o chocolate é o produto fabricado através da mistura de
derivados de cacau, massa (ou pasta ou liquor) de cacau, cacau em pé e ou manteiga de cacau,
com outros ingredientes, contendo, no minimo, 25 % (g/100™" g) de sdlidos totais de cacau. O
chocolate pode conter recheio, cobertura, formato e consisténcia diversos. J4 o chocolate
branco € adquirido a partir da combinacao de manteiga de cacau com outros ingredientes,
contendo, no minimo, 20% (g/1007" g) de sélidos totais de manteiga de cacau e apresenta

recheio, cobertura, formato e consisténcia multiplos (BRASIL, 2005).

3.2.2.1. Torracao
As améndoas sdo submetidas a torracdo, para prosseguir a desenvolvimento do sabor
de cacau original, que existe sob a forma de precursores de sabor gerados durante os
processos de fermentacdo e secagem dos graos (AFOAKWA, 2010). Nesta fase ocorre um
tratamento térmico fundamental no processamento de chocolate e suas condi¢des irdo
depender de aspectos como: espécie do cacau, origem, tipo e tamanho das améndoas ou nibs,
periodo de colheita, procedimentos anteriores a torra¢do, umidade e atributos de sabor

desejados. Assim, em Otimas condicdes, haverd a maxima evolucdo da capacidade aromética
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da améndoa. Neste procedimento térmico ocorrem os seguintes fendmenos: perda do
conteddo de dgua; reducdo dos 4cidos volateis indesejaveis (sobretudo acético); inativagdao de
enzimas que podem danificar a gordura; desenvolvimento de aromas desejaveis por meio da
reacdo de Maillard seguido dos precursores compostos na etapa de fermentagdo e o
incremento da coloracdo tipica do chocolate (BRITO, 2000; LOPES, GARCIA,
VASCONCELOS, 2003; EFRAIM, 2004).

Em func¢do dos fendmenos que ocorrem durante a torragdo esta etapa € essencial para
se adquirir as caracteristicas de qualidade de chocolates ou de seus andlogos (LOPES,
GARCIA e VASCONCELOS, 2003) e pode ser realizada nas améndoas ou nos nibs
(COHEN, JACKIX e SOUSA, 2004). Sendo o método de torracdo por convecg¢do O mais
comumente aplicado, os graos de cacau cru sdo submetidos a um fluxo for¢ado de ar quente.
Concomitante, a literatura indica o processamento térmico de graos de cacau no intervalo de
temperatura entre 130 e 150 ° C e para o tempo entre 15 e 45 min (BELITZ, GROSCH e
SCHIEBERLE, 2009; KRYSIAK, 2002; MINIFIE, 1999; NEBESNY e RUTKOWSKI,
1998). No entanto, no que diz respeito as reagdes quimicas envolvidas na torracdo, estas sao
comprometidas pelos parametros de tempo e temperatura, e fatores como pH, umidade e
lipidios totais (EFRAIM et al., 2011).

O processo de torracdo (Figura 10), além de fornecer novos compostos voldteis de
aromas especificos, por meio da pirdlise de acicares, também gera perda de compostos
secunddrios que afetam o sabor final do chocolate. (NAZARUDDIN et al. 2000). Pensando
nisto, Paoletti et al. (2012) diz que € imprescindivel ter vigilancia exclusiva a relacdo
tempo/temperatura apropriados, pois nesta etapa pode perde-se, no minimo, 50% dos
flavondides presentes no cacau. Portanto, conforme Minifie (1999), a torracdo € uma etapa
profundamente importante na tecnologia do processamento do cacau e fabricacdo do
chocolate, e que deve-se seguir diferentes associagdes de tempo e temperatura conforme os

atributos sensoriais e tecnolégicos que se almeja obter no produto final.
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Figura 10. Améndoas de cacau no equipamento de torragao.

Fonte: Prazeres da mesa. Disponivel em: http://prazeresdamesa.uol.com.br/simples-uma-

virgula/

A torragdo se realiza em duas etapas: a primeira € a secagem, que interfere diretamente
na condi¢do aromdtica, e indiretamente, nas reacdes sequentes que apenas se alcangcam em
meios com baixa atividade de dgua; e durante a segunda fase se define o sabor (RAMLI et al.,
2006). O valor da torragao na tecnologia de fabricacdo de chocolate estd conexo aos seguintes
fatores: constituicao do sabor e diminui¢do da microbiota bacteriana contida na matéria-prima
durante o método fermentativo e o armazenamento (PEREGO et al., 2004). Outro objetivo da
torracdo € secar satisfatoriamente os nibs, permitindo que eles possam ser moidos
(PONTILLON, 2009). Além disso, o resultado do calor nos precursores do sabor de
chocolate, contidos no cacau apds a fermentacido e secagem, € de catalisador, concedendo o

sabor caracteristico do chocolate (OETTERER, REGINATO-D’ ARCE e SPOTO 2006).

3.3. Compostos bioativos do cacau

O chocolate foi enaltecido durante séculos pelas suas competéncias medicinais, embora
misticas. Todavia, no inicio do século XXI, passou a ser comercializado somente como um
alimento saboroso (PAOLETTI et al., 2012). Posteriormente, Waterhouse et al. (1996)
afirmaram que o cacau e chocolate comerciais eram uma fonte de polifendis, especialmente os

flavondides, como a catequina, epicatequina e procianidinas; e que estes compostos agem
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consideravelmente na prote¢do contra a oxidagcdo das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), sendo esta oxidacdo a responsdvel central pela aterosclerose (FERNANDEZ-
MURGA et al., 2011).

Os compostos fendlicos achados nas sementes de cacau estdo nas classes dos taninos e dos
flavonodides; eles ficam armazenados nas células de pigmento dos cotilédones ligados aos
acidos graxos saturados e os monoinsaturados. (WOLLGAST e ANKLAM, 2000; MAO,
2000). Juntamente com outros elementos de reserva, como as metilxantinas (MARTINI et al.,
2008; BECKETT, 2009), a exemplo da teobromina e cafeina, que sdo alcaléides que tém
efeito estimulante no Sistema Nervoso Central (BRUINSMA e TAREN, 1999). Sendo que o
sabor amargo do cacau estd primeiro conexo com os alcaldides purinicos teobromina e

cafeina, e segundo com as substancias fendlicas (EFRAIM, 2004).

A semente de cacau exibe quantidade expressiva de compostos bioativos, entre eles os
polifendis (compostos fendlicos) com provados beneficios clinicos e experimentais na
integridade vascular e antioxidante. Entre esses polifendis estdo as procianidinas (KEEN,
2005). Sendo elas formadas a partir da condensa¢do de unidades individuais de catequinas ou
epicatequinas, chamadas mondmeros; por isso, sdo também conhecidas como taninos
condensados (PASCUAL-TERESA, SANTOS-BUELGA e RIVAS-GONZALO, 2000).

Zumbé (1998) e Brito (2000) afirmaram que as sementes de cacau possuem de 6 a 8%
de compostos fendlicos, em peso seco, sendo 60% (+)-catequina, (—)-epicatequina e
procianidinas. No entanto, para Nazaruddin et al. (2006) as sementes de cacau ndo
fermentadas contém 1187mg/1007'g de epicatequina, enquanto que as sementes de cacau
fermentado contém simplesmente 985mg/1007'g. Ja para Sarmento (2007) outras pesquisas
tém apontado que em plantas como cacau encontra-se uma grande quantia de polifendis em
suas folhas e a concentracdo destes compostos pode variar de 3% em sementes fermentadas e
torradas até 13% em sementes que ndo serdo submetidos aos processos de fermentacdo e
torrefagdo. Enquanto que para Rimbach et al. (2009) os flavonéides correspondem cerca de 6-

8% da matéria seca e massa de cacau frescos.

No entanto, apesar do alto contetido de compostos bioativos (polifendlicos) presentes
nas sementes de cacau e seus derivados, essa quantidade pode variar conforme os tipos de
cacau, seus cultivares e classificacdo geografica ao longo da zona equatorial, além dos
processos de modificagdo genética do cacau (BELSCAK, et al., 2009; EGAN, et al., 2010;
OTHMAN, et al., 2010).
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3.3.1. Compostos Fendlicos (Polifendis)

Os compostos fendlicos, incluindo os flavondides, sdo relevantes para atividades
antioxidantes e fungdes protetoras contra o risco de doencas causadas pelo estresse oxidativo
(MACIEL et al., 2011). Em func¢ao disto, diversos estudos atribuem ao cacau beneficios a
saude devido ao consumo de compostos fendlicos (polifendis) presentes. Compostos que tem
conquistado muita atencdo devido a sua habilidade antioxidante e suas possiveis
consequéncias benéficas a saide humana, por exemplo, no tratamento e prevencao do cancer,
doencas cardiovasculares e outras patologias. Entre os polifendis, estdo os monoméricos,
flavandis, catequina e epicatequina, tal como oligoméricos e poliméricos ou procianidinas de
proantocianidina, que apontam elevada capacidade antioxidante. Estes podem ser divididos
em no minimo 10 diferentes categorias, em concordancia com sua estrutura fundamental,
sendo os flavondides uma das mais relevantes (OLIVEIRA, 2005; RIMBACH et al., 2009;
WOLLGAST e ANKLAM, 2000; ADAMSON et al., 1999; EFRAIM et al., 2006).

A familia dos compostos fendlicos, largamente distribuidos na natureza, é encontrada
geralmente em todo o reino vegetal (SOARES, 2002). Os principais compostos fendlicos
encontrados nas sementes de cacau estdo relacionados na Figura 11, sendo subdividido em
taninos e flavonodides. Os flavonéides abrangem: flavandis, flavondis, antocianinas, flavonas e
flavanonas. Destes compostos, os flavandis sdo os mais abundantes, sendo a (+)-catequina e a

(-)-epicatequina 0s principais representantes (CRUZ, 2012).



Figura 11. Principais polifenéis encontrados nas sementes de cacau.
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Taninos Flavonoides
(polifendis poliméricos)
|
Taninos condensdveis
Procianidinas:
procianidina B1 = epicatequina(4p-»8)-catequina
procianidina B2 = epicatequina (4-»88)-epicatequina
procianidina B3 = catequina (4-»88)-catequina
procianidina B4 = catequina (4-+88)-epicatequina
procianidina B5 = epicatequina (43-»88)-epicatequina
procianidina C1 = epicatequina —(4p-»88)-epicatequina (4-»88)-epicatequina
procianidina D = epicatequina —(4p—»88)-epicatequina —(4p-»88)-epicatequina (4f—»88)epicatequina
oligdmeros elevados e polimeros homdlogos a epicatequina com 2 a 18 unidades monoméricas
Flavandéis Flavondis Antocianidinas Flavanonas Flavonas
(-)-epicatequina quercetina-3-O-o-D-arabinosideo 3-a-D-galactosidil-cianidina naringenina luteolina
(+)-catequina quercetina-3-0-B-D-glucopuranosideo 3-B-L-arabinosidil-cianidina naringenina-7-O-glucosideo luteolina-6-C-glucosideo
(+)-galocatequina | quercetina-3-O-a-D-galactosideo B i luteolina-7-O-glucosideo

(-)-epigalocatequina

apigenina-6-C-glucosideo
apigenina-8-C-glucosideo
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Fonte: Porter et al. (1991); Sanbongi et al. (1998); Sanchez- Rabaneda et al. (2003); Counet
et al. (2006), citado por EFRAIM (2011).

A quantidade de polifendis presentes nas sementes do cacau € sempre superior as
quantidades em artigos a base de cacau (como o chocolate), os quais sdo preparados por
técnicas que abrangem a fermentacdo, secagem e torrefacdo; com isso, 60% dos polifendis
encontrados nas sementes de cacau sdao do grupo das catequinas, epicatequinas e
procianidinas. (SARMENTO, 2007). Oliveira et al. (2011) comprovaram a existéncia de
variabilidade no conteddo compostos fendlicos nas amostras provenientes de diferentes
sistemas de cultivo. Onde nibs organicos tiveram maior teor de compostos fendlicos,
flavondides e atividade antioxidante em comparacdo com améndoas ndo fermentadas,
fermentadas e convencional. Os niveis mais baixos foram observados em liquor convencional,
a principal matéria-prima para o chocolate.

Entre os efeitos que a ingestdo de chocolate com elevadas doses de flavondis promove
estdo: o aumento dos niveis de 6xido nitrico, avaliado como um dos principais combustiveis
para a saude dos nossos vasos sanguineos; diminui¢do da associa¢do das plaquetas, atuagao
igual a da aspirina; aumento dos niveis do HDL entre outras a¢des antioxidantes; atenuacao
de marcadores de inflamacdo (VICENTIM e MARCELLINO; 2012).

Contudo os teores de polifendis em cacau sdo varidveis, podendo ocorrer segundo: a
procedéncia geografica, a diversidade da planta, o clima, o tipo de solo e a lavoura (fatores
agrondmicos e ambientais). No caso do chocolate, além dos fatores relacionados a sua
matéria-prima, as diferentes etapas da transformac¢do também causam influéncia nas
quantidades de polifendis dos produtos finais (condi¢cdes de processo) (RAMIREZ-
SANCHEZ et al., 2010).

Portanto, a destruicdo dos compostos fendlicos simplesmente presentes nas sementes
ocorre sobretudo nas etapas desempenhadas no desenvolvimento do sabor de chocolate, as
quais favorecem a redugdo da adstringéncia e do amargor. E os polifendis, responsédveis pela
capacidade antioxidante do cacau, sdo radicalmente reduzidos durante a fermentacdo e
torracdo das sementes, fases que abrangem complexas reagdes ou uma expressiva variacdo do
pH (EFRAIM, 2011). Sendo a torragdo uma das etapas da pds-colheita que comprometem a
qualidade dos produtos adquiridos através do cacau, em fungdo disto, gradativamente,
desenvolvem-se métodos de selecdo e/ou processamento de sementes de cacau para melhor

aplicacdo de seus componentes e derivados (LAGUNES-GALVEZ et al., 2007).
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3.3.1.1. Catequina
Entre os compostos fendlicos existentes nas sementes de cacau, em torno de 60%
destes equivalem a catequina, que tem sido estudada em relacdo a diversas vantagens a saudde,
como elevada atividade antioxidante (STEINBERG et al., 2003). E segundo Arts (1999), um
chocolate amargo comercial possui 53,5mg/1007'g de catequina e um ao leite tem 15,9
mg/1007'g. Assim sendo, o autor completa que o chocolate e produtos a base de cacau sdo

uma adequada fonte de antioxidantes.

Na Figura 12 estd representada a estrutura quimica da catequina que pertence ao grupo
dos flavandéis, sendo um 3- flavanol e possui um anel heterociclico saturado (CABRITA,

RICARDO-DA-SILVA e LAUREANO, 2003).
Figura 12. Estrutura quimica da catequina.
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Fonte: Aloha Sushi. Disponivel em: http://alohasushimd.com/sobre/32

Os radicais livres podem atrair varios mediadores inflamatérios que colaboram para
uma resposta inflamatdria geral e uma danificacdo do tecido. Os grupos das flavonas e dos
flavondis, que abrangem as catequinas, parecem ser os mais influentes na prote¢do do corpo
contra as espécies reativas de oxigénio que acarretam lesdes as células e tecidos. (NIJVELDT,

2001).

Cruz et al. (2012), também avaliou a catequina e verificou sua dréstica perda durante o
processamento de cacau para a elaborac¢do de chocolate e a diferenga entre cultivares. Sendo
que os compostos estudados em diferentes cultivares de cacau t€ém comportamento divergente

durante a fermentacgdo e secagem.
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3.3.1.2. Epicatequina

A epicatequina, representada na Figura 13, € um fundamental flavonol monomérico do
cacau que retrata em torno de 35 % do conteddo total das substancias fendlicas e produz
adicoes a saide como o papel antioxidante (WOLLGAST; ANKLAN, 2000; AMORES;
JIMENEZ, 2007; ARAUJO, 2013). Este flavondide apresenta ndo somente o efeito
antioxidante direto; ele € capaz de poupar outros antioxidantes como as vitaminas C e E, a
baixas concentragdes, como 1 uM de epicatequina que ja sdo satisfatorios na protecao de
oxidag¢do das vitaminas C e E (KENN, 2001). Juntamente, outra acao deste componente ativo

do cacau é o bom efeito a satde vascular (SCHROETER et al., 2006).

Em diferentes etapas do pré-processamento e processamento do chocolate, este pode
ter alteracdo nos seus compostos bioativos. No caso da catequina, Deus (2015), verificou que
durante a secagem do cacau hd uma reducdo de seus conteudos e suas propriedades
antioxidantes e que esta reduc@o ndo estd apenas relacionado a redugdo do teor dos compostos
fendlicos e das metilxantinas, podendo ser também referente a interacdes entre os compostos

bioativos reduzindo assim as suas caracteristicas.

Figura 13. Estrutura quimica da epicatequina.
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Fonte: Wikiwand. Disponivel em: http://www.wikiwand.com/pt/Flavan-3-ol.

Sementes de cacau nio fermentadas, in natura, apresentam contetidos de epicatequina
20 vezes mais altos do que a catequina (KWIK-URIBE, 2005). Estas propor¢des em
diferentes variedades diversa entre 34,65 e 43,27 mg / g em amostra desengordurada
(FORSYTH e QUESNEL, 1957). A depender do local de produg¢do do cacau, o teor de
epicatequina pode variar; por exemplo, relatam um conteido minimo de 2,66 mg / g em
sementes de cacau da Jamaica e um maximo de 16,52 mg / g em sementes na Costa Rica
(WOLLGAST e ANKLAM, 2000; KIM e KEENEY, 1984). Essas quantidades alteram
através do processo de fermentacdo e secagem (KIM e KEENEY, 1984).
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Assim, segundo Efraim et al. (2010), durante a etapa de fermentacdo, o teor de
polifendis totais diminui cerca de 70 %, enquanto que o de epicatequina diminui ao redor de
90 %. A epicatequina é melhor absorvida do que a catequina (HOLT et al., 2002;
STEINBERG et al., 2002) provavelmente em funcdo de diferencas estereoquimicas que
resultam em distintos graus de hidrofobicidade (KEEN et al., 2005). Sendo este o principal
monomero de flavanol analisado no plasma apds o consumo do chocolate rico no cacau
(SERAFINI et al., 2003; REIN et al., 2000). Ela que representa o principal mediador dos
efeitos benéficos do flavanol do cacau sobre a fun¢ao vascular (SCHROETER et al., 2006).

3.3.2. Metilxantinas
As metilxantinas abrangem um grupo de substancias localizadas na natureza, sobretudo no
ch4, café e cacau (PAUWELS et al., 2001) e sdo caracterizadas como alcaldides purinicos e
considerados elementos estimulantes (MEDEIROS e LANNES, 2009). Em conformidade
com Matissek (1997) as razdes de interesse neste grupo sao: contribui¢do com o sabor amargo
do chocolate, junto aos compostos desenvolvidos durante a torrefacdo e ajuda nos parametros

de qualidade, pois afirmam a presenca de cacau.

Sendo este um grupo de compostos biologicamente ativos; é presumivel que cada um
destes compostos apresente efeitos fisioldgicos similares no corpo, incluindo: o estimulo do
sistema nervoso central (SNC), do miusculo cardiaco e do musculo-esquelético; além de
efeitos diuréticos. Entretanto, a sua atuacdo difere muito em cada parte do corpo, assim como
de individuo para individuo (BECKETT, 2009).

Os alcaldides teobromina e cafeina pertencem a familia das purinas e equivalem a mais de
99 % dos alcaldides contidos na améndoa do cacau (AMORES et al., 2009). Os teores destes
compostos tém sido apontados desde o ano de 1937, e alguns resultados de pesquisas indicam
que estes teores continuam constantes mesmo apds as améndoas serem beneficiadas, com
teores em torno de 2 a 3 % de teobromina e 0,2 % de cafeina (KNAPP, 1937;
PICKENHAGEN et al., 1975). Ja para Rozin et al. (1991) no cacau e no chocolate prevalece a
teobromina mas o percentual € um pouco menor (teores adjuntos a 1,89%), em consecutivo a
cafeina com 0,23%.

Hasing (2004) fez uma relacdo teobromina/cafeina e localizou o que se segue (valores
segundo os grupos genéticos de cacaueiros): 15-10 (Forasteiro), 10-5 (Trinitdrio) e 2-1

(Criolo). Atestando o que disse Wakao anteriormente (2002) sobre os teores finais de



41

teobromina e cafeina estd relacionado com o genétipo de cacau. Além disso, para ele também

se relaciona com o grau de maturidade das améndoas e o nivel de fermentacao.

3.3.2.1. Teobromina

A teobromina (3,7-dimetilxantina) € uma base purinica, cristalizdvel em forma de
agulhas brancas, volétil a 290 °C e solivel em élcool e dgua quente (AQUARONE et al.,
2001) e pode ser observada na Figura 14. Sendo que sua solubilidade em 4gua aumenta a
medida que aumenta a temperatura (BEAUDOIN e GRAHAM, 2011). Este composto é o
alcaléide proprio das améndoas de cacau, e também € significante para no aspecto bioquimico
e sensorial do chocolate (ARAUJO, 2014), além de ter acdo diurética (ALVES e
BRAGAGNOLO, 2002).

Figura 14. Estrutura quimica da Teobromina.
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Fonte: Psicofarmacos. Disponivel em:

http://www.psicofarmacos.info/?contenido=drogas&farma=chocolate

Dentre as variedades do cacaueiro, o grupo Forasteiro possui um maior teor de teobromina
do que o grupo do cacau Crioulo (AMORES et al., 2009). Contudo a teobromina que
proporciona um efeito menos estimulante que a cafeina, aciona a producdo de serotonina no

organismo, notéria pela acdo calmante (PASCHOAL e KALLUF, 2009; CRUZ, 2012).

3.3.2.2. Cafeina
A cafeina € um alcaléide determinado como 1,3,7-trimetilxantina, ou seja, uma
xantina trimetilada, cuja estrutura possui um esqueleto de purina, a qual € apresentada na
Figura 15. Ela é vista em produtos vegetais, especialmente no cacau e € um dos alcaldides
com agdo bioldgica mais consumidos no mundo. (ALTIMARI, CYRINO e ZUCAS, 2000;
DE MARIA e MOREIRA, 2007). E um composto que possui nitrogénio e apresenta
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propriedades basicas. E quimicamente, eles sdo andlogos a purinas, xantinas e dcido trico,
que sdo grupos metabolicamente significativos. (BRENELLI, 2003; TAVARES e SAKATA,
2012).

Figura 15. Estrutura quimica da cafeina.
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Fonte: Infoescola. Disponivel em: http://www.infoescola.com/drogas/cafeina/

Este composto é de grande uso, o qual ocorre através de chds, café, bebidas
energéticas e de farmacos, como antigripais; sendo amplamente estudado no contexto da
satide humana (DE MARIA e MOREIRA, 2007; MEDEIROS e LANNES, 2009; ARAUJO,
2013; ARAUJO, 2014). E seus efeitos fisiologicos incluem: estimulacdo do sistema nervoso
central (aumentando a capacidade de alerta e melhorando o desempenho de atividades que
exijam vigilancia), dos miusculos cardiacos, do sistema respiratorio e da secrecdo de acido
gastrico; € considerada como um diurético fraco e relaxante muscular. (DE MARIA e

MOREIRA, 2007).

3.3.3. Compostos bioativos e a torracao

Ao longo das etapas de producdo do chocolate sdo originados ndo somente os precursores
do sabor peculiar dos produtos de cacau, como também compostos que niao serdo mais
transformados e que irdo colaborar com esse sabor (EFRAIM et al., 2010). Estes compostos
que sdo os fenodlicos ou polifendis ocorrem em frutas, vegetais, sementes, flores, bebidas e
alguns alimentos industrializados (BRAVO, 1998); sao reduzidos por difusdao ou por oxidagao
nos passos do processamento do cacau (NASCIMENTO e ARRIECHE, 2015). A influéncia
dos métodos de producdo comeca na exploracdo com procedimentos pds-colheita, como
fermentacdo e secagem, e continua no processamento do chocolate (LEITE, BISPO e

SANTANA, 2013).
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Entre as etapas, a torracao € um passo expressivo no processamento de graos de cacau. O
aquecimento implica na constitui¢do de caracteristicas vantajosas para as améndoas, por
exemplo, gosto, cor, textura. Todavia, estas alteracdes positivas podem advir de reagdes que
diminuem o teor de compostos bioativos, particularmente os polifendis. Consequentemente €
importante apurar as condicdes adequadas desta técnica (tempo, temperatura, umidade e
vazdo de ar), assim como a qualidade dos grios. (ZYZELEWICZ et al., 2016). A torragio
provoca a formacao da cor marrom, aroma suave e textura de améndoas torradas (KRYSIAK,
2006), além de interferir na capacidade dos polifendis em interagir com a proteina, causando

uma diminuicao da adstringéncia (MISNAWI, JAMILAH, e NAZAMID, 2005).

Segundo Krysiak (2006, 2011) o impacto da torragdo da indicios da qualidade dos
produtos do cacau, portanto deve ser estudada levando em consideracdo a influéncia dos
parametros do processo. As condi¢des do processo de torragdo afetam a constincia dos
polifendis contidos em grios de cacau (ZYZELEWICZ, 2016). Este passo importante no
tratamento térmico do cacau leva a perdas e modificagdes de flavanol, especialmente a
epimerizacdo de (-) - epicatequina para (-) - catequina. (KOTHE, ZIMMERMANN e
GALENSA, 2013).

3.4. Atividade antioxidante do cacau e chocolate

Os antioxidantes s@do compostos que bloqueiam ou retardam os processos oxidativos. O
estresse oxidativo é ocasionado pelo excesso de radicais livres, devido ao estilo de vida e
circunstancias patologicas (GENOVESE e LANNES, 2009). Acredita-se que certos tipos de
cancer, doengas cardiovasculares e cerebrovasculares, tal como diabetes e doencas reumaticas
sejam originados ou acelerados por estresse oxidativo. Por isso compostos naturais com
habilidade antioxidante vem sendo largamente reconhecida nos Ultimos anos.
(WEISBURGER e WILLIAMS, 2000).

Assim, entre estes compostos naturais com dominios antioxidantes, estdo os polifendis,
avaliados por muito tempo como ndo nutritivos (EFRAIM et al., 2006). O cacau, principal
componente do chocolate, € rico em flavondides. Este € um grupo de antioxidantes que
pertence a vasta e distinta classe de fitoquimicos denominados polifendis. Em func¢do disto,
pesquisas tem ratificado que o chocolate pode ser um alimento muito favoravel, que deve ser
inserido, em quantidades apropriadas, ao carddpio didrio (RICHTER e LANNES; 2007).

O cacau, rico em flavondides, foi submetido a diversos estudos que ratificaram os

efeitos positivos destes compostos sobre o Sistema Nervoso Central apds gatilhos de dano
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celular. Entre estes estudos, RAMIRO-PUIG et al. (2009) constatou que este efeito esta
provavelmente ligado a capacidade antioxidante de extratos de flavondides e a (-) —
epicatequina, relacionando o efeito neuro protetor com estes compostos.

Consequentemente o chocolate, produzido através do cacau, possui atuacio
antioxidante e € através dos flavondides que € atribuida a sua capacidade de neutralizar os
radicais livres e inibir as enzimas responsdveis pela producdo de espécies reativas de
oxigénio. As moléculas dos polifenéis podem se comportar como antioxidantes primadrios,
restringindo diretamente o desenvolvimento de radicais livres, podem regenerar ou manter o-
tocoferol e outros antioxidantes por doacdo de hidrogé€nio para os radicais a-tocoferil, ou
podem funcionar como quelantes de metais de transi¢do como o Fe** e Cu®™, envolvidos na
formacao de radicais livres (ZHU, 2002).

Pesquisas realizadas in vivo em humanos demonstraram que as catequinas foram
causadores do aumento da a¢do antioxidante, diminui¢do de malonaldeido e perdéxido lipidico
no plasma, acréscimo das concentra¢des de ascorbato no plasma, redu¢do da absorcdo de ferro
ndo-heme e ampliagdo da resisténcia do LDL-colesterol a oxidacdo (WILLIAMSON e
MANACH, 2005). Contudo, apesar da complexa mistura de polifendis no cacau, de acordo
com Ramiro-Puig (2009) seu efeito antioxidante parece estar associado também a presenca de

(-) - Epicatequina em humanos.

Dessa maneira, devido a evidéncia de que os polifendis podem operar como potenciais
antioxidantes, exercer um importante papel na reducdo do risco ou retardo do
desenvolvimento de doencas, como as cardiovasculares, cancer e outras relacionadas a idade;
e além disso, modular processos bioldgicos essenciais em mamiferos in vivo,; as dreas de
nutricdo e medicina t€m tido um especial interesse nestes compostos (MURPHY, 2003;
NESTEL, 2001). Em funcdo disto, cada vez mais se t€ém desenvolvido métodos de selecdo
e/ou processamento dos graos de cacau, para produzir componentes do cacau ou do chocolate

com niveis aumentados de polifendis (WOLLGAST e ANKLAM, 2000).

3.4.1. Métodos de anilise antioxidantes
Os métodos antioxidantes podem ser dispostos em duas categorias: métodos diretos
(experimentos baseados em estudos de cinética quimica) e métodos indiretos (experimentos
mediados pela transferéncia de elétrons) (HUANG, OU e PRIOR, 2005). Podendo ser
empregados tanto in vitro quanto in vivo (FUNAGOSHI, 2012). Os testes in vitro sao

considerados relevantes ferramentas que auxiliam na procura por contetidos bioativos,
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igualmente na escolha de matéria-prima para estudo. Ao mesmo tempo tém demonstrado a
significancia de dietas ricas em frutas e vegetais, confirmando a presenca de substincias

antioxidantes, as quais intervém no combate aos radicais livres (ALVES et al., 2010).

Vérias técnicas tém sido usadas para designar a atividade antioxidante in vitro
possibilitando uma célere selecdo de substincias e/ou misturas com potencialidade na
prevencdo de doencas cronico-degenerativas. Em meio a estes métodos sobressaem-se a
técnica de seqiiestro de radicais livres, tais como DPPHe - 2.2-difenil-1-picrilhidrazila
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006), método baseado na transferéncia do 4&tomo de hidrogénio
e elétrons (FUNAGOSHI, 2012) e fundamentado no descoramento de uma solugdo
combinada por radicais estdveis DPPH de cor violeta quando adicionado a substancias que
podem ceder um dtomo de hidrogénio (HUANG,OU e PRIOR, 2005; BRAND-WILLIAMS,
CUVELIER e BERSET, 1995). E o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) que

¢ fundamentado no sistema de transferéncia de elétrons (RUFINO et al., 2006).

34.1.1. DPPH

A andlise de DPPH € um dos métodos indiretos mais antigos para se definir a
atividade antioxidante, sendo indicado primeiramente em 1950 para se encontrar os doadores
de hidrogénio em matérias naturais. Anos depois foi calculado para estabelecer o potencial
antioxidante de compostos fendlicos separados e alimentos, igualmente a amostras
biologicamente significativas (ROGINSKY e LISSI, 2005). Este método tem a
particularidade de ndo envolver circunstancias drésticas de temperatura e oxigenagao (SILVA,
RODRIGUES e CAMPOS, 1999) e pode reagir com compostos fendlicos, tal como com

acidos aromaticos possuindo apenas um grupamento (SANTOS et al., 2007).

O DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) ¢ um radical livre estivel que apresenta um
electrdo de valéncia ndo emparelhado em um atomo de ponte de nitrogénio (EKLUND et al.,
2005) e a retirada deste radical € o fundamento deste ensaio antioxidante (ALMA et al., 2003;
KARIOTI et al., 2004; KORDALI et al., 2005). O processo de bloqueio de radicais DPPH
embasa-se na transferéncia de elétrons de um componente antioxidante para um oxidante
(DUARTE-ALMEIDA, 2006). Este método que reduz o radical DPPH, fixa um H (removido

do antioxidante em estudo) e promove reducao da absorbancia (VIEIRA et al., 2011).

Este ensaio € considerado de pré-formulacdo e se caracteriza por ser o mais popular

entre as andlises de antioxidantes, principalmente por ser um teste rdpido e de alta
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sensibilidade (MOON e SHIBAMOTO, 2009). Estes procedimentos empregam quantidades
expressivas de reagentes, padrdes e amostras, e oferecem entraves em relacado ao nimero de
andlises simultdneas que podem ser desempenhadas (DUARTE-ALMEIDA, 2006). A luz, o
oxigénio e o pH da combinagdo reacional também comprometem a absorbancia de DPPH

(OZCELIK, LEE e MIN, 2003).

O radical DPPH ¢ estavel a temperatura ambiente (HUANG, OU e PRIOR, 2005) e ao
sofrer redugdo, perde sua coloracdo (de violeta a amarelo-palido), cuja alteracdo € medida no
aparelho espectrofotometro a 517 nm, possibilitando a mensura¢do da habilidade antioxidante
de uma determinada substancia (FUNAGOSHI, 2012). A estabilidade da molécula de DPPH é
devido ao transporte do elétron desemparelhado por toda a molécula, a qual atribui a esta
molécula a coloragdo violeta. Ao acrescentar uma substancia que atua como doador de dtomos
de hidrogénio a uma solucdo de DPPH, a hidrazina é alcangada, o que assinala a mudanca

simultanea na colora¢do (ALVES et al., 2010).

N

A forca do sinal do radical DPPH € contrariamente relativa a concentracao do
antioxidante examinado e o tempo de reacdo (CHEN et al., 2000). E por atuacdo de um
antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R.) (Figura 17), a formacdo do difenil-picril-
hidrazina através do DPPH, ird produzir a coloragao amarela e causard desaparecimento da
absor¢do, podendo ser controlada pelo decréscimo da absorbancia. Através dos resultados
alcancados define-se a porcentagem da atividade antioxidante ou sequestradora de radicais

livres e/ou porcentagem de DPPH restante no meio reacional. (BORGES et al., 2011).

A percentagem de atividade antioxidante (%AA) condiz com a quantia de DPPH
usada pelo antioxidante, da qual a por¢do de antioxidante indispensdvel para diminuir o
acimulo inicial de DPPH em 50% é nomeada concentracido eficiente (CES0), também
chamada de concentragdo inibitéria (CI50). Entdo quanto maior o gasto de DPPH por uma

amostra, menor serd a sua CE50 e maior a sua ac¢do antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Os radicais livres de DPPH apresentam cor roxa, a principio por terem elétron livre, e
perdem esta cor quando um radical hidrogénio ofertado por uma molécula antioxidante
repercute com a molécula de DPPH, atenuando-se, assim, a absorbancia. A estabilidade do
DPPH estd também relacionada com a baixa taxa de degradacio e reagdo com a maioria dos
compostos. Portanto, somente reagentes redutivos potentes sdo aptos a reagir com estes
radicais estdveis em maneira estequiométrica. A baixa absorbancia sugere atividade

sequestrante de radicais livres (SANTOS et al., 2007).
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Figura 16. Formas radicular e ndo radicular do DPPH.
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Fonte: Wang et al, 2016. Disponivel em:

http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2016/nj/c5nj03233d.

34.1.2. FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ou capacidade de reducio do
ion férrico, € fundamentada no sistema de transferéncia de elétrons, e considera a capacidade
dos antioxidantes em reduzir o complexo ferritripiridiltriazina (Fe3+ -TPTZ) [2,4,6-tri(2-
piridil)-1,3,5-triazina] a ferroso-tripiridiltriazina (Fe2+ -TPTZ) (Figura 18), em pH 4cido, na
presenca de um antioxidante. O complexo Fe2+ -TPTZ apresenta uma cor azul intensa e pode
ser analisado em espectrofotometro a 595 nm (RUFINO et al., 2006; MAGALHAES et al.,
2008; NIKI, 2010).

Figura 17. Reacdo de oxidacdo-reducao da tripiridiltriazina férrica a tripiridiltriazina ferrosa.
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Fonte: Huang, Ou e Prior (2005).

O experimento FRAP pode ser visto como simples, rdpido, de baixo custo e robusto,
além de ndo exigir aparelhamento especial, podendo empregar processos automaticos,
semiautomdticos ou manuais e os resultados sdo reprodutiveis (PRIOR, WU e SCHAICH,

2005; NIKI, 2010). Pulido, Bravo e Sauro-Calixto (2000) expdem o método como uma op¢ao
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desenvolvida para definir a diminuicao do ferro em fluidos biolégicos e solugdes aquosas de
compostos puros. Este pode ser administrado ndo apenas para estudos da atividade
antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, como para o estudo do efeito antioxidante de
substancias puras, com saldos confrontdveis aqueles obtidos com outras metodologias mais

complexas.

3.5. Determinacio e quantificacio de compostos bioativos do cacau
3.5.1. CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € o nome genérico empregado para referir
qualquer procedimento de cromatografia em que a fase mével € um liquido (FERREIRA,
2013). A cromatografia liquida cldssica e a cromatografia liquida de alta eficiéncia trabalham
do mesmo jeito, mas a velocidade, eficiéncia, sensibilidade e facilidade do procedimento da
cromatografia liquida de alta eficiéncia € muito superior (WESTON e BROWN, 1997). Entre
os multiplos métodos disponiveis, a CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) é a
favorita para a separacdo e quantificacdo de polifendis em frutos (SAKAKIBARA et al,,
2003). Esta metodologia ndo € recente, as suas condi¢des fundamentais foram constituidas por
Martin e Synge em 1941, mas apenas de muitos anos pra cd a sua concretiza¢do experimental
se foi estabelecendo e espalhando (VITAL, 2002).

Com o progresso da cromatografia em coluna, desenvolveu-se o uso de suportes com
particulas menores encarregados por uma perfeita eficiéncia e como tal tornou-se necessario o
uso de bombas de alta pressdo para a eluicdo da fase movel, a partir dai produziu-se a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (FERREIRA, 2013). Que se destaca na
quimica analitica pela capacidade de realizar analises qualitativas e quantitativas em amostras
de diferentes naturezas, como em alimentos e farmacos (RIBANI et al., 2004).

A cromatografia tem a finalidade de separar especificamente os inlimeros constituintes
de uma mistura de substancias seja para identificar, quantificar ou obter a substancia pura para
os mais variados fins. A separacdo ocorre por meio da migragdo da amostra através de uma
fase estaciondria mediado por um fluido, ou seja, a fase mével (ARGENTON, 2010). Os
componentes sao separados pelo enchimento da coluna e sdo detectados a saida da coluna por
um detector (WESTON e BROWN, 1997). A fase estacionaria relaciona-se a coluna
cromatogréfica, que € um cilindro inflexivel (geralmente de aco ou vidro) que em seu interior

se encontra um material de enchimento constituido por pequenas particulas (CHUST, 1990).
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Ao injetar a amostra no aparelho cromatogrifico, os elementos da amostra se difundem
entre as duas fases e percorrem mais lentamente que a fase moével em fungdo do efeito
retardante da fase estaciondria. Os componentes da amostra se disseminam entre as duas fases
e sdo conduzidos pela coluna cromatografica (ARGENTON, 2010). A coluna € onde se da o
processo de separacdo dos componentes da amostra, sendo sem divida o constituinte mais
importante e mais critico de um sistema cromatografico. (CHUST, 1990). A estabilizacdo de
distribuicdo define a velocidade com a qual cada elemento migra por meio do sistema.
(CONSELHO REGIONAL DE QUIMICA IV REGIAO-SP, 2010). A separagio ocorre
porque, em Otimas condicOes, cada elemento de uma mistura ird interatuar fisica e
quimicamente com as duas fases de modo distinto em relacdo aos outros elementos da mistura
(FERREIRA, 2013).

Diferentes fases moveis estdo acessiveis para o exame das combinacdes fendlicas como:
antocianinas, procianidinas, flavononas e flavondis, flavonas e dcidos fendlicos (G()MEZ—
ALFONSO, SALVADOR e FREGAPANE, 2002; SENTER, ROBERTSON e MEREDITH,
1989). E a inser¢ao de colunas de fase reversa na CLAE tem notadamente enfatizado a
separacdo de distintos grupos de combinacdes fendlicas (SILVA et al., 1990; TARNAWSKI
et al., 2006).

Os componentes da amostra, de acordo com suas diferencgas estruturais moleculares e
grupos funcionais, apresentam diferentes medidas de afinidade com as fases modvel e
estaciondria conforme suas velocidades de migracao igualmente distintas. Assim a substancia
com maior afinidade com a coluna € aquela que elui por dltimo e opostamente, a substancia
que elui em primeiro lugar serd a de menor afinidade com a fase estaciondria. Consentida a
separacdo cromatogréfica, esta é visualizada num cromatograma pelo surgimento de varios
picos; e a identificacdo dos compostos pretendidos é, geralmente, obtida através do tempo de
retencdo (CHUST, 1990; VITAL, 2002). Este tempo de retencdo é o tempo necessdrio para
um determinado composto passar através da coluna para o detector e € medido a partir do
momento em que a amostra € injetada para o ponto no qual o visor apresenta uma altura de
pico maximo para esse composto; sendo que os compostos tém diferentes tempos de retengao

(CLARK et al., 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Chocolates

Foram analisadas amostras de chocolates provenientes de um blend de variedades de
améndoas de cacau, fermentadas e secas, com tamanhos definidos como grandes e médios
(safra 2012). As tecnologias de colheita e pds-colheita aplicadas ao beneficiamento do cacau
ocorreram na Fazenda Riachuelo, localizada no municipio de Ilhéus, regido cacaueira no sul

do estado da Bahia.

4.2. Torracao das améndoas

A torragdo foi realizada na Fazenda em lotes de 16 kg + 1 kg de sementes de cacau
fermentadas e secas; onde foi usado um torrador elétrico rotativo Jaf Inox (Tambau, Sio
Paulo), com capacidade para 30 kg, equipado com controle de temperatura, com precisao de +
0,1°C. Ap6s a torracao, as améndoas de cacau foram imediatamente arrefecidas, colocadas em
embalagens plésticas de polietileno de alta densidade, hermeticamente fechados a vacuo (500

g) e armazenados em temperatura de 20 °C.

4.3. Producao dos chocolates

Os chocolates foram processados numa linha de equipamentos com capacidade para
processamento de 10 kg de chocolate. As formulagdes do chocolate foram de 70% de cacau e
realizou-se para cada lote a partir da massa de cacau (3,15 kg), manteiga de cacau (0,35 kg),

lecitina de soja (0,02 kg) e actucar refinado (1,48 kg). Nao foi adicionado leite.

4.4. Desenho experimental
Através da Metodologia de Superficie de Resposta, de acordo com Rodrigues e Lemma
(2009), foi elaborado o desenho experimental. Foram instituidos fatores de maior influéncia
sobre o processo fundamentado em dados da literatura e em testes preliminares. Aplicou-se
um Planejamento Fatorial Completo 32 com 3 pontos centrais, totalizando 9 ensaios para
avaliacdo dos efeitos das varidveis, tempo e temperatura de torragao.

As faixas de interesse experimental (niveis) estabelecidas para cada um dos fatores
foram:

] Tempo: 20 — 40 — 60 minutos;
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] Temperatura: 80° - 120° - 160°C.

Na Tabela 1 apresentam-se os valores correlativos aos diferentes niveis das varidveis
independentes. Na Tabela 2 estdo valores codificados e reais das 2 varidveis independentes

utilizadas no esbogo estatistico do experimento.

Tabela 1 — Ensaios das amostras e suas varidveis independentes de tempo (t) e temperatura

(7).

Ensaio Tempo Temperatura

(min) °C)
1 20 80
2 40 80
3 60 80
4 20 120
5 40 120
6 60 120
7 20 160
8 40 160
9 60 160

Fonte: Autor (2017).

Tabela 2- Niveis de variacOes das varidveis independentes

Niveis codificados Tempo (minutos) Temperatura (°C)
-1 20 80
0 40 120
1 60 160

Fonte: Autor (2017)

4.5. Elaboracao dos extratos

As amostras foram previamente desengorduradas com éter de petréleo na proporcao
1:3 (amostra:solvente) durante 30 minutos por cinco vezes em agitador magnético, seguido de
15 minutos na centrifuga, de acordo com Fantozzi e Montedoro (1978). As amostras foram
secas em capela de exaustdo e reservadas. A partir das amostras desengorduradas seguiu-se o
procedimento de acordo Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Foram pesadas 5g das

amostras em um erlenmeyer de 125 mL, adicionado 20 mL de metanol e 5 mL de 4gua
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destilada, agitado durante 60 minutos no agitador magnético a temperatura ambiente. Apos
este processo, esse sistema foi levado a centrifuga a 5.000 rpm durante 15 minutos a
temperatura de 20°C, o sobrenadante foi ajustado para um baldo de 25 mL com 4gua destilada

e transferido para um frasco ambar de 30 mL e armazenado sob refrigeracao a 4° C.

4.5.1. Fenolicos Totais

A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada por Folin-Ciocalteu, método que
envolve a reducdo do reagente pelos compostos fendlicos das amostras com formagao de um
complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente a 760 nm, conforme descrito por
Singleton e Rossi (1965). Foi preparada a reagdo contendo uma aliquota de 0,5 mL do extrato
fendlico, 2,5 mL de solu¢do aquosa de Folin-Ciocalteau 10% e 2.0 mL de carbonato de sédio
7.5 %. A mistura foi incubada ao abrigo da luz durante 1 hora, posteriormente, a absorbancia
foi medida a 760 nm usando-se o branco como referéncia em espectrofotdmetro UV-VIS
modelo UV-MS51, marca Bel Photonics. A quantificagdo dos compostos fendlicos nos extratos
das amostras foi realizada em triplicata. A quantidade total de fendis de cada extrato foi

quantificada por meio de uma curva padrdo preparada com catequina.

4.6. Determinacio da atividade antioxidante

4.6.1. Método DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil)

O método do DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), seguiu o procedimento descrito por
Vinson et al. (2001). Para avaliar a atividade antioxidante, 0,1 mL dos extratos obtidos na
concentracdo de 0,8 mg.mL™" foram submetidos a reacdo com 3,9 mL do radical DPPH em
solucdo de 0,004% (m/v) ao abrigo da luz. A redugdo do radical DPPH foi medida através da
monitorizagdo continua da absorbancia a 517nm contra o declinio do branco, utilizando um
espectrofotometro UV-VIS modelo UV-M51, marca Bel Photonics por 30 minutos em
temperatura ambiente no escuro. A diminui¢do da absorbancia das amostras (A,n,) foi
calculada em comparacdo com a diminui¢do da absorbancia do controle (A.) e expressa como

porcentagem da atividade antioxidante segundo a equacdo abaixo:
% AA= ((Ac — Aam) / Ac) x 100

A atividade antioxidante de cada amostra (IC50) foi entdo avaliada com a
concentracdo final em pg ml™! de extrato presente na cubeta, necessario para a diminui¢cdo

inicial da concentragdo de DPPH a 50%.0 experimento foi realizado em triplicata.
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4.6.2. Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

O poder de reducdo, pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), foi
avaliado de acordo com metodologia descrita por Pulido et al. (2000), com algumas
modificagdes. O reagente de FRAP foi preparado da seguinte forma: 2,5 mL de uma solugdo
10 mM TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine) em HCI 40 mM foram adicionados a 2,5 mL de
FeCl;.6H,O e 25 mL de tampao acetato 0.3 mM, pH 3.6. Para a avaliacdo da atividade
antioxidante, 3mL do reagente FRAP preparado previamente, foi misturado com 50uL da
amostra. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37°C, por 30 minutos e a leitura
realizada a 593 nm em espectrofotdmetro UV modelo SP-220, marca Bioespectro. Uma
solucdo de sulfato ferroso foi utilizada como padrao. Os resultados foram expressos em uM

sulfato ferroso/g.

4.7. Identificacao e quantificacido de compostos fendlicos e metilxantinas

Para encontrar resultados que demonstrassem quantitativamente e qualitativamente os
compostos fendlicos achados nas amostras de cacau, foi utilizado o cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia segundo o método descrito por Maciel et al. (2017) adaptado. Vinte microlitros
de cada amostra foram analisadas pelo sistema de HPLC (Perkin Elmer, Modelo Flexar
acoplado a um detector UV/VIS) e coluna C-18 (250 x 4,6 milimetros / 5p). A coluna foi
mantida a 30°C em todas as andlises e os comprimentos de onda utilizados para detec¢do
foram 280 nm. Os padrdes utilizados para este estudo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.)
foram: Compostos fendlicos (Catequina e Epicatequina) e Metilxantinas (Teobromina e
Cafeina). Isocratico: 24 minutos. As solucdes padroes de Catequina e Epicatequina foram
preparadas em metanol, Cafeina preparada em 4dgua ultrapura e Teobromina em metanol: dgua
ultrapura (80:20 v/v) e as curvas de calibragdao foram obtidas a partir de injecOes em triplicata

de oito concentracdes (2 mg.mL’1—1000 mg.mL'l).

Na andlise em CLAE, os compostos fendlicos sdo identificados comparando o tempo de
retencdo com os dos padrdes puros. As fases mdveis utilizadas foram (A:B 85:15 v/v) dgua
acidificada com &cido fosférico 0,05% (A) e metanol:acetonitrila (proporcdo 2:4 v/v) (B)

isocratico com fluxo 0,4 ml.min".
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4.8. Anailise estatistica
Os resultados foram submetidos estatisticamente ao teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia realizado com o programa ASSISTAT (versao 7.7 beta, 2016, Paraiba, BR), com
subseqiiente andlise de varidancia (ANOVA) e construcdo dos graficos das superficies de

resposta, realizados com programa STATISTICA (versao 7, Stat Soft, Inc., Tulsa, OK, EUA).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fenolicos Totais e Atividade antioxidante

De acordo com dados descritos na Tabela 3, a amostra que apresentou maior
quantidade de fendlicos totais foi submetida as condi¢des de T = 80 °C e t = 20 minutos (C1).
Ao analisar os grupos através das temperaturas verifica-se que nas condi¢des de 160°C para
os tempos observados nao houve diferencga significativa, enquanto que para T= 80°C e 120°C

houve diferenca significativa entre as amostras analisadas.

A amostra de chocolate C1 apresentou maior teor de compostos fendlicos que as
outras amostras e este resultado sdo devido a condi¢do de torracdo a qual foi submetida. Isto
porque, de acordo com Efraim (2010), perdas considerdveis ainda podem ser ponderadas em
etapas posteriores a fermentacdo, principalmente na torra¢do, onde tempo e temperatura de
torra, sao inversamente proporcionais a teores de polifendis totais. Contudo, o chocolate
submetido a maior tempo e temperatura de torracdo teve sua capacidade antioxidante
reduzida; da mesma forma Jolic et al. (2011) e Giiltekin-Ozgiiven et al. (2016) observaram em
seus ensaios, mesmo em condi¢des diferentes deste estudo.

Os resultados de fendlicos totais obtidos no presente estudo (11,28 — 20,84 mg/g™/)
encontram-se dentro da faixa de valores encontrados por Hu et al. (2016) no Canad4, que ao
analisar o contetido fendlico de chocolate contendo diferentes quantidades de cacau (35-
100%), encontrou valores 2.60—48.49 mg GAE/g; diferente do estudo dos valores encontrados
por Batista et al. (2016) no Brasil, que variou de 11,35 — 65,24 mg GAE/g, onde margem
inferior deste estudo diverge. Isto pode ser explicado devido ao fato de que durante o processo
de torracdo, as condi¢cdes como tempo e temperatura afetam a estabilidade fendlica assim
como as caracteristicas do sabor do chocolate (ORACZ, NEBESNY e ZYZELEWICZ, 2014).

Os valores de fendlicos totais para o tratamento de 160°C foram maiores em todos os
tempos comparados ao tratamento de 120°C em todos os tempos. Estes resultados podem ser

explicados pela falta de seletividade do reagente de Folin-Ciocalteu (ESCARPA e
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GONZALEZ, 2001), que reage ndo apenas com fendis, mas também com outros compostos
redutores como carotendides, aminodcidos, actcares e vitamina C (VINSON et al, 2001).

A atividade antioxidante das nove amostras de chocolate, sob diferentes condi¢des de
torragdo, foi avaliada através dos testes de DPPH e FRAP. O DPPH mede a capacidade de
sequestro de radicais livres, enquanto que o FRAP mede a habilidade que uma amostra tem de

reduzir metais.

De acordo com os dados obtidos, verificou-se que houve diferenga significativa
(p<0,05) entre as amostras em ambos os métodos. Assim, na Tabela 3, pode-se observar que
para a temperatura de 80°C nos tempos de 20,40 e 60 minutos esta diferenca estd presente e
apresenta comportamentos semelhantes de acordo com o tratamento estatistico. Desta forma

nota-se que o tempo interfere na capacidade antioxidante.

O método DPPH ¢ simples e rdpido, mas apresenta dificuldade de avaliacdo de
atividade de antioxidantes hidrofilicos, posto que o radical é dissolvido em solventes
organicos ¢ nao em meio aquoso (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). A atividade
antioxidante frente ao radical DPPH foi determinada por IC50, ou seja, a concentracdao de
amostra necessdria para inibir 50% da atividade méxima do radical livre. Os valores das IC50
entre os chocolates variam de 25,57 a 53,89 ug/mL™, com valores de temperatura entre 80°C e

160°C neste estudo.

Arlorio et al. (2008) realizou estudo sobre o impacto da torragdo na atividade
antioxidante em diferentes variedades de cacau e encontrou valores entre 26,54 a 34,76
pg/mL, com valores de temperatura abaixo de 100°C; neste estudo para a temperatura de 80°C
foram encontrados valores entre 25,57 e 34,34 ug/mL, que apresentam-se dentro da faixa de
valores encontrados no estudo de Arlorio et al. (2008), mas provavelmente se diferem devido
aos diferentes tempos (20,40 e 60 minutos) aplicados neste estudo, apresentando uma

diferenca significativa.



Tabela 3. Composi¢ao dos fendlicos totais, atividade antioxidante, compostos fendlicos e metilxantinas dos chocolates de acordo as condi¢des de torragio

submetidas.

Condicoes de torracao
dos chocolates

CI(T =80 °C, t = 20 min)

C2(T=80°C,t=40
min)

C3 (T=80°C,t=60
min)
C4(T=120°C,t=20
min)
C5(T=120°C,t=40
min)

C6 (T=120°C,t=60
min)

C7 (T =160 °C, t=20
min)

C8 (T=160°C,t=40
min)

C9 (T =160 °C, t= 60
min)

Letras iguais nas colunas representam diferencas ndo significativas entre as amostras, pelo teste de Tukey (p<0,05). pg/ mlI"'IC50);uM sulfato ferroso/g de fruta (umol

Fe™.gm).

Fenolicos
totais

(mg/g™)

20,84+2,85¢
17,63+1,38¢
10,18+2,34°
16,72+2,34¢
11,47+0,66°
11,28+1,30°
17,89+3,40¢
17,34+1,24¢

14,75+2,85¢

Atividade
antioxidante
IC50

DPPH

25,57+2,06°
30,85+0,24¢b
34,34+6,84¢
31,17+1,84¢
31,14+3,29¢
31,43+1,46¢
44,58+7,95¢
44,76+6,70¢

53,89+17,47¢

(umol Fe*™".g™)
FRAP
156,38+2,01°
144,1543,234
138,22+5,60¢
141,30+1,74°
136,17+£3,15¢
130,60+0,96¢
130,85+6,83¢
126,3345,20¢°

116,34+8,31°

Fenolicos

(ug/e)
Catequina

34,3622,16 @
2543 42,350
25,86+ 2,85
58,89+ 7,79
33,65+ 0,42
30,44+ 0,17
45,60+ 2,14¢
42,41+ 4,440

50,28+ 6,24¢

Epicatequina

68,74+ 3,93¢
68,36+ 4,977
67,08+0,98 ¢
67,50+ 1,14¢
62,63+ 5,64¢
44,51+ 3,090
85,78+ 1,23¢
85,60+ 2,32¢

82,77+ 1,62¢

Metilxantinas

(ng/g)
Teobromina

143,15+ 6,78¢
56,21+ 7,77°
48,72+ 2,39°
156,02+ 20,11¢
123,59+ 0,63¢
89,55+ 4,67¢
111,67+ 3,46
90,33+ 4,04°

126,20+ 5,14¢

Cafeina

69,19+ 1,35¢
68,20+ 3,12¢
64,55+ 2,99¢
44,86+ 6,71°
27,89+ 8,90¢
25,04+ 4,44«
49,25+ 4,05°
34,07+ 2,22¢

27,53+ 3,729
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A atividade antioxidante observada através do método de DPPH sob condicdes de
torragdo de tempo 120°C e 160°C, ndo apresentaram diferenca significativa dentro dos
tempos estabelecidos. No entanto, observa-se que a medida que a temperatura aumenta,
aumentam-se os valores de DPPH, que demonstra uma diminuicdo na atividade antioxidante,
uma vez que neste método, quanto menor o valor encontrado, maior a atividade antioxidante

presente naquela amostra.

A qualidade dos grdos de cacau também influencia as condi¢des de torragdo e
consequentemente a capacidade antioxidante apds a submissdo deste tratamento. Leite et al.
(2013), realizaram estudo sobre atividade antioxidante em chocolates provenientes de
cultivares resistentes a “vassoura de bruxa” e ndo resistentes a doenca e encontraram na
andlise de DPPH, valores que variaram de 15.15 + 1.88 a 20.47 + 1.86, diferentemente deste
estudo onde foram encontrados valores superiores, sendo a amostra Cl1 o chocolate que
demonstrou maior efeito antioxidante 25,57 pg-mL™ (submetido ao tratamento de 80°C-20
min), fato j4 esperado pela menor exposi¢do ao calor, tanto em intensidade quanto pelo

tempo.

Os resultados da andlise de FRAP diferem entre si para as temperaturas submetidas, e
observa-se que para a temperatura de 80°C apresentam diferenca em tempos distintos,
enquanto que nas temperaturas seguintes ndo houve diferenca significativa em todos os
tempos. No entanto neste método, os maiores valores foram encontrados para a temperatura
de 80°C, demonstrando assim maior atividade antioxidante, isto porque neste método a

atividade antioxidante € proporcional ao valor de FRAP encontrado.

Comparando estes resultados com o estudo de Todorovic et al. (2015), que analisou
chocolates de diferentes marcas e teores de cacau 65 e 70% e encontrou valores entre 130,3 e
151,4 uM TE/g, este estudo apresenta valores que se diferem. No entanto a margem superior
apresenta valores préoximos aos destes autores (116,34 — 156,38umol Fe™*.g-1). Sendo que a
margem inferior apresenta valores distantes e este fato pode ser atribuido a diferente tempo e
temperatura imputados ao processo de torragdo. Contudo, o tratamento C6 (T = 120 °C, t = 60
min) apresentou valor semelhante ao valor inferior (130,60 pmol Fe**.g-1) de Todorovic et al.

(2015).
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A diferenga na significancia para uma mesma amostra em ambos 0s experimentos
pode estar associado ao fato dos métodos em questdo possuirem diferentes formas de atuagdo
e do perfil da substancia analisada. De acordo com Gulcin (2012) valores de FRAP podem
apresentar-se elevados possivelmente com relagdo a tendéncia dos polifendis em se tornarem
pré-oxidantes em algumas condi¢des. Isto foi apontado para algumas flavonas e flavanonas,

que também tiveram valores de FRAP aumentados (CAO, ALESSIO e CUTLER, 1993).

Segundo Hidalgo, Sanchez-Moreno e Pascual (2010), pode haver interagdes entre
flavonodides, pois as relagdes entre estes compostos, comumente, aumentam a atividade
antioxidante quando testados pelo método FRAP. Ainda que os valores alcangados de cada
método evidenciem diferengas significativas, essas diferencas possivelmente poderiam ser
esclarecidas com base no cardter quimico e reatividade dos compostos, além da natureza dos
solventes, os quais, com polaridades diferentes afeta consideravelmente atividades

antioxidantes.

Ioannone et al. (2015) estudou o efeito da torracdo em diferentes tempos (0-62 min) e
temperaturas (125, 135 e 145°C) na atividade de antioxidantes; comparando os valores de
FRAP encontrados para os tempos de 20 e 40 minutos de torracao destes autores (20min- 145°
C- #400umol/ 40min- 125° C- 300umol) com este estudo, observa-se que os valores
encontrados foram inferiores (Tabela 3), provavelmente em func¢do da diferenca de
temperatura utilizada pelo mesmo tempo no processo de torragdo. Além disto, a existéncia de
efeitos sinérgicos ou antagdnicos entre os multiplos antioxidantes que encontram-se em
alimentos vegetais e produtos derivados (GARCfA—ALONSO et al., 2004, VINSON et al.,
2001).

Com o objetivo de verificar a relagdo existente entre uma varidvel de resposta de
interesse e fatores do processo utilizamos a metodologia da superficie de resposta; que € uma
compilagdo de técnicas matematicas e estatisticas que sao tteis para modelagem e andlise nas
aplicacdes em que a resposta de interesse seja influenciada por varidveis e o objetivo seja
otimizar essa resposta (MONTGOMERY e RUNGER, 2008).As amostras de chocolate foram
submetidas a Andlise de Variancia (ANOVA), que foram para a avaliacdo da atividade
antioxidante através dos métodos de DPPH E FRAP. Deste modo, fundamentado nos
resultados da ANOVA foi possivel construir as superficies de respostas destes testes, os quais

estdo apresentados na Figura 18.



59

Figura 18-Superficie de resposta para as atividades antioxidantes em fun¢do do efeito do
tempo e temperatura de torracao sobre os chocolates.
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Na Figura 18, no grafico A observa-se que os maiores valores de concentragdes finais
em pg mL1de extrato necessario para a diminui¢ao inicial da concentragdo de DPPH a 50%
estd representada a partir da superficie vermelha do grafico. A faixa vermelha representa a
regido 6tima e a robustez do processo. Neste caso, no grafico de DPPH a amostra submetidas
a torracao durante 20, 40 e 60 minutos a 160°C, que se encontra na faixa vermelha, pode ser
admitida como o tratamento que mantém o processo em condi¢do potencializada por possuir
os maiores valores de DPPH. No entanto, para a andlise de atividade antioxidante pelo
método do radical DPPH, quanto menor o valor de IC50, maior a atividade antioxidante das
amostras avaliadas, neste caso, os menores valores se encontram na regido verde do gréfico.
Sendo a amostra C1(80°C-20 min) a que detém o menor valor (25,57+2,06) e possui maior

poder antioxidante.

O método FRAP, ¢ um método rdpido e simples de redu¢do do Ferro por um
antioxidante em condicdes acidas com sistema aquoso (MOON e SHIBAMOTO, 2009). Esta
andlise representada no grafico B demonstrou sua regido 6tima na faixa de 150, representando
uma regido maior do que na andlise de DPPH no grifico A. Sendo os tratamentos na
temperatura de 80 °C que apresentaram maior influéncia nos resultados obtidos através de

FRAP, por apresentarem os maiores valores.

Outros estudos t€m analisado a influéncia do tempo e temperatura na etapa de torracao
em chocolates, como: Rocha et al. (2016) que analisou chocolates de diferentes variedades
para identificar a influéncia do tempo e temperatura envolvidos no processo de torracao, nas
caracteristicas sensoriais desses chocolates. Em seu estudo, houve diferenca significativa para
os tratamentos submetidos a torragdo a 160°C por 20, 40 e 60 minutos, estes ndo foram bem

aceitos pelos consumidores, em relac@o aos atributos aroma, sabor, textura e qualidade global.

Suazo et al. (2014) que realizou estudo sobre o efeito da fermentacdo e torracdo na
concentracdo de fendlicos e atividade antioxidantes de cacau da Nicarigua. Segundo os
autores, em geral, quando os grdos de cacau sdo submetidos a torracdo, ha uma reducdo dos
teores de compostos fendlicos e da atividade antioxidante, além de mudangas na cor dos graos
com o aumento de temperatura. Assim, observaram que houve diferenca na atividade
antioxidante, nos teores de compostos fendlicos e na tonalidade dos graos apds submeter a
temperatura de 130°C durante 20, 30 e 60 minutos, concluindo que a torragdo tem grande

impacto nas mudancas dos graos de cacau.
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Neste estudo como se constatou diferenca significativa na atividade antioxidante, isso
demonstra que a temperatura e o tempo de torracdo influenciam na atividade antioxidante.
Parte dos antioxidantes do chocolate é oriundo de compostos fendlicos, portanto associando
ao estudo de Rocha (2015), no que diz respeito aos atributos de aroma, sabor, textura e
qualidade global, quesitos provenientes dos compostos presentes no cacau, entre eles os
fendlicos; sua perda como antioxidante implica em influéncia na formacao do perfil sensorial

de aceitacao de chocolates.

Os resultados do ensaio dos fendlicos totais mostraram uma forte correlacdo com a
capacidade antioxidante. Em termos de ensaio DPPH, os valores IC50 variaram de 25,57 a
53,89 e os valores de FRAP variaram de 116,34 a 156,38, onde o chocolate submetido ao
tratamento de T = 80 °C e t = 20 minutos foi a amostra que demonstrou maior atividade
antioxidante. Por fim, neste estudo para as caracteristicas antioxidantes dos chocolates, houve
impacto da temperatura e tempo de torracdo das améndoas de cacau e influéncia do tempo,

nos niveis estudados.

5.2. Identificacao e quantificacio de compostos fenélicos e metilxantinas

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica empregada tanto na
separagdo quanto na quantificacdo de flavondides e ndo flavondides (ANGELO e JORGE,
2007; GOMEZ-ALFONSO, SALVADOR e FREGAPANE, 2002). Através desta técnica,
foram identificados e quantificados 4 (quatro) compostos bioativos, sendo eles dois

compostos fendlicos e duas metilxantinas; seus contetidos estao representados na Tabela 3.

Os dados dos compostos das nove amostras de chocolate foram analisados através do
teste estatistico de Tukey. O conteudo de fendlicos e metilxantinas apresentaram diferencga
significativa em pelo menos uma amostra de cada composto bioativo. Na literatura encontra-
se sugestdo do procedimento térmico de sementes de cacau no intervalo de temperatura entre
130 e 150 ° C e para o tempo entre 15 e 45 minutos (BELITZ, GROSCH e SCHIEBERLE,
2009; KRYSIAK, 2006; MINIFIE, 1999). Neste estudo foram utilizados temperaturas e
tempos diferentes para verificar a influéncia da torragdo nos teores dos compostos bioativos

de amostras de chocolates.

Para a catequina foi verificado que houve diferenca significativa (p<0,05) na maioria
dos ensaios, no entanto as amostras submetidas a temperatura de 160°C nao apresentaram

diferenca entre si, mas diferiu das demais temperaturas. Observa-se que as amostra C7, C8 E
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C9 apresentaram valores de catequina e epicatequina mais altos, podendo atribuir possivel
troca do perfil original de flavanéis monoméricos, causada, provavelmente, pela epimerizagao
da (-)-epitecatequina a (—)-catequina. (EFRAIM et al.,, 2011). J4& que para Kofink,
Papagiannopoulos e Galensa. (2007) a epicatequina pode ser epimerizada para (-) - catequina
durante a torragcdo das sementes de cacau; influenciadas pela acdo do calor. E de acordo com
Jalil e Ismail (2008), a presenca de peptideos e minerais poderia sinergicamente melhorar ou

reduzir as caracteristicas antioxidantes do cacau e seu produtos.

Com a epicatequina a amostra C6 diferiu estatisticamente no grupo de temperatura
120°C e de todas as outras amostras. Conforme Schroeter et al. (2006), a epicatequina € o
elemento ativo do cacau responsdvel pelos resultados favordveis a saide vascular a ele
associados e, a quantidade de (—)-epicatequina é em torno de seis vezes maior que a de (+)-
catequina no chocolate (KEEN, 2001). Neste experimento, todas as amostras apresentaram

teores superiores de epicatequina comparados a catequina; no entanto, estes valores ndo

apresentaram a propor¢ao seis vezes maior.

Apesar dos conteidos de catequinas serem inferiores, compostos fendlicos em
adequadas concentracdes tendem a agir como antioxidantes, enquanto que em concentracdes
em excesso, podem adquirir uma propriedade pré-oxidante, que depende também da posigao e
do ndmero da hidroxila e do agrupamento de metais de transi¢do (GALATO et al., 1999;

KHAN, AHMAD e HADI, 2000).

Os teores de polifendis localizados nos produtos de cacau podem estar associados a
origem, a variedade do cacau, a parametros de processo ¢ pH (EFRAIM et al., 2011). Efraim
et al. (2006), Silva (2013), Leite et al. (2013) e Fernandez (2016) demonstraram haver
variacdo no teor de polifendis em funcio de caracteristicas genéticas e da variedade de cacau.
Neste estudo foram encontrados valores de catequina (25,43 pg/g a 50,28 ug/g) préximos aos
Alaién et al. (2016) que analisou este composto em 24 chocolates escuros de diferentes
variedades, onde seus valores variaram de 4ug/g a 908 ug/g. E encontrou valores inferiores ao
estudo de Arruda (2014) que avaliou o teor deste composto em dez chocolates comercias de

diferentes gendtipos de cacaueiro.

Cooper et al. (2007) demonstraram haver considerdvel variagdo no teor individual de
polifendis em 68 amostras de chocolate avaliadas. A amostras deste experimento tiveram

valores de epicatequina que variaram de 44,51 ug/g a 85,78 ug/g, valores dentro da faixa de
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algumas amostras de Hu et al. (2016) que encontraram valores de epicatequina (20 ug/g —

6.010 pg/g) em amostras de chocolate.

Com teobromina e cafeina a amostra C1 indicou maior quantidade destes compostos,
ocasionando diferenca significativa das outras amostras, exceto cafeina que no mesmo grupo
de temperatura a 80°C foi estatisticamente semelhante. A teobromina é predominante no
cacau e seus derivados (BEAUDOIN e GRAHAM, 2011; ARRUDA, 2014) e para Paoletti et
al. (2012), o teor de teobromina no chocolate escuro € seis a sete vezes maior do que o teor

em cafeina.

Neste estudo os contetidos de teobromina foram maiores que os da cafeina na maioria
das condig¢des de torragdo as quais os chocolates foram submetidos. No entanto, nenhuma das
amostras apresentou valores de teobromina entre seis a sete vezes maiores que cafeina.
Todorovic et al. (2015) de teobromina superiores aos de cafeina em chocolates com 70% de
cacau; no entanto, neste estudo os valores de teobromina e cafeina encontrados foram

inferiores aos destes autores.

A circunstancia de oscilagdao nos valores dos compostos bioativos dos chocolates € em
decorréncia das variacdes de parametros do processo (condi¢do de tempo e temperatura de
torracdo), que de acordo com Wollgast e Anklam (2000) podem fornecer aos produtos de
cacau diferentes graus de polifendis. Além de que também pode ocorrer em fungdo das

distintas variedades utilizadas para a formacdo dos blends.

Na Figura 19, estdo representas as superficies de resposta dos compostos bioativos
identificados. Nestas figuras € possivel observar a influéncia efetiva do tempo e temperatura
de torracd@o sobre os chocolates. A parte vermelha do grafico representa os maiores valores. A
respeito dos compostos fendlicos, estes tiveram seus valores influenciados tanto pelo tempo
quanto pela temperatura. Os comportamentos das metilxantinas foram diferentes, a
teobromina sofreu maior interferéncia da temperatura e a cafeina sofreu maior interferéncia

do tempo.
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Figura 19-Superficie de resposta dos compostos fendlicos e metilxantinas em fungdo do
efeito do tempo e temperatura de torragdo sobre os chocolates.
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Companhias produtoras de chocolate adquirem espécies de cacau de diversas partes do
mundo e podem preparar o /iquor de cacau de um unico tipo deste fruto ou misturas distintas,
obtendo blends com sabores peculiares (variando graos e método de torracdo) para agradar o
paladar de seus consumidores (RICHTER e LANNES, 2007) e o grande interesse no consumo
de produtos com alto conteido fendlico, como o chocolate (FOLCH-CANO, et al. 2010;
YILMAZ, 2006).

Durante todo o processo de fabricacdo do chocolate ocorrem alteragdes nos compostos
do cacau. Este estudo ao analisar a etapa de torracdo confirmou estas alteragdes em funcdo da
influéncia do tempo e temperatura. No entanto, neste tratamento térmico podem ocorrer
alteracdes nos polifendis sob influéncia de outros pardmetros, como observou Zyzelewicz et
al. (2016) em pesquisa sobre a interferéncia da temperatura, tempo de torracdo, vazao de ar e
umidade relativa nos teores de compostos fendlicos. Estes autores observaram alteracao nos
compostos sendo que a perda foi menor quando as sementes foram torradas no ar com

umidade relativa aumentada.

Nas etapas seguintes, como refinacdo e conchagem, os polifendis e metilxantinas
também pode ser alterados, onde temperaturas sdo alcancadas e o ar estd presente
(WOLLGAST e ANKLAM, 2000). Como observado por Jolic et al. (2011), os teores de
catequina e epicatequina iam reduzindo quando passava pela etapa de torracdo, liquor e

chocolate, nesta ordem.

Neste estudo, todos os compostos apresentaram interferéncia das duas varidveis
(tempo e temperatura) no processo de torracdo. No entanto, o chocolate pode apresentar
outros compostos que apontam elevada capacidade antioxidante, como: flavondis,
proantocianidina, antocianinas, entre outros, € que também podem sofrer influéncia do

processo de torragdo, devendo também ser analisados.

6. CONCLUSOES
Estes resultados demonstram que amostras de chocolates submetidos a diferentes
tempos e temperaturas de torracdo podem apresentar influéncia na atividade antioxidante dos
chocolates e nos compostos bioativos de chocolate. No entanto, a eficiéncia do método de
andlise da capacidade antioxidante deve ser levada em consideracdo, além de uma andlise de
outros compostos que apresentam comportamento antioxidante e das variedades selecionadas

para o blend. Contudo, € insuficiente na literatura informacdes sobre a influéncia do tempo e
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temperatura de torracdo nos compostos bioativos em chocolates e na sua atividade
antioxidante. Sendo de grande importancia o estudo dos conteidos intrinsecos dos chocolates,
uma vez que estes produtos sdo bastante consumidos em funcdo de suas propriedades

favordveis ao organismo humano.
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