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RESUMO

A Regido Sul do Estado da Bahia é a principal produtora de cacau do Brasil e essa
atividade é responsavel pelo sustento de grande parte de sua populagdo. As sementes de
cacau (Theobroma cacao L.) sdo extremamente ricas em compostos fenolicos, esses
compostos sdo apontados hoje em dia como responsaveis pela prevencdo de doencas
coronarias, diminui¢do do colesterol sérico, auxiliadores do sistema imunoldgico, entre
outros. No pré-processamento do cacau, durante a etapa fermentacdo ocorrem
importantes reacdes bioquimicas, principalmente pela diminuicdo do pH, aumento de
temperatura e atuacdo de certas enzimas presentes no fruto ou produzidas pelos
microrganismos que participam desta etapa. Na secagem, que tem como objetivo
essencial interromper a fermentacdo e reduzir a umidade das améndoas, as enzimas
presentes oriundas da fermentacdo, promovem as reacdes quimicas de cura,
estabilizando o sabor e a cor caracteristicos do chocolate. Durante a secagem, ocorre a
reducdo do teor de polifendis. Esse fato é atribuido a reacdo de escurecimento
enzimatico causado pela polifenoloxidase que, nessa etapa, encontra condi¢des ideais
para a sua atividade, seguida de escurecimento ndo enzimatico decorrente da
polimerizacdo das quinonas resultantes e da acumulacdo de compostos insolGveis. A
depender da metodologia de secagem aplicada as améndoas, existem diferencas na
perda de compostos fendlicos e talvez na atividade antioxidante. A secagem do cacau
pode ser realizada de forma natural, direto ao sol ou de forma artificial, com fontes de
calor artificiais. A perda de atividade antioxidante é um fato de grande importancia para
a producdo de cacau, pois, na atualidade a sociedade tem buscado cada vez mais
alimentos com propriedades benéficas a salde. Portanto, a producdo de cacau com
qualidade superior ird melhorar ndo s6 a saude dos apreciadores de chocolate, como
também a qualidade de vida da populacéo das regides produtoras de cacau, pois, 0 cacau

rico em antioxidantes € muito mais competitivo no mercado.

Palavras-chave: Atividade antioxidante, secagem, alimento funcional, fendlicos



ABSTRACT

The southern state of Bahia is the main cocoa-producing region of Brazil and this
activity is responsible for the support of much of its population. The cocoa beans
(Theobroma cacao L.) are extremely rich in phenolic compounds, such compounds are
currently identified as responsible for the prevention of coronary heart disease,
decreased serum cholesterol, helpers of the immune system, among others. In the pre-
processing of cocoa, during the fermentation step occur important biochemical
reactions, mainly due to the decreased pH, increased temperature and activity of certain
enzymes present in the fruit or produced by the microorganisms involved in this step.
Drying, which aims to stop fermentation and reduce the humidity of almonds, the
enzymes derived from the fermentation, promote chemical reactions of healing,
stabilizing the flavor and the characteristic color of chocolate. During drying, there is
reduction of the polyphenol content. This fact is attributed to the enzymatic browning
reaction caused by polyphenol that, at this stage, find ideal conditions for their activity,
followed by non-enzymatic browning resulting from the polymerization of the resulting
quinones and accumulation of insoluble compounds. Depending on the drying
methodology applied almonds, there are differences in the loss of phenolic compounds
and possibly antioxidant activity. The drying of cocoa can be performed in a natural
way, through the sun or artificial way, with artificial heat sources. The loss of
antioxidant activity is a fact of great importance for cocoa production because, currently
the company has sought more and more foods with beneficial properties to health.
Therefore, cocoa production with superior quality will improve not only the health of
chocolate lovers, as well as the population's quality of life of cocoa growing regions

because the rich cocoa antioxidants is much more competitive.

Keywords: Antioxidant activity, drying, functional food, phenolic



INTRODUCAO

O cacaueiro é uma planta provavelmente originada da Bacia Amazonica e
cultivada nas regides tropicais do mundo. O interesse de cultivo desta espécie esta
no aproveitamento de suas sementes (améndoas) para producdo de manteiga de
cacau e chocolate (ALVES e BRAGAGNOLO, 2002).

O sabor do chocolate é unico e exclusivo, obtido somente de sementes
fermentadas, secas e torradas de cacau, ndo podendo ser sintetizado artificialmente. O
desenvolvimento desse sabor € influenciado pela constituicdo genética das
sementes, processamento pés-colheita (fermentacdo e secagem) e torragdo. O sabor
de chocolate é desenvolvido na etapa de fermentacdo e torracdo. O gendtipo,
variedade do cacau, influencia tanto a qualidade quanto a intensidade do sabor do
chocolate, pois possivelmente determina a quantidade de precursores do sabor
formados na etapa da fermentacdo (POSSIGNOLO, 2010).

As etapas de pré-processamento do cacau (colheita, fermentacdo e secagem)
sdo importantes na garantia da qualidade das améndoas. Para Lagunes-Galvez et al.
(2007) a fermentacdo é uma das etapas da pos-colheita que mais afetam a
qualidade dos produtos obtidos a partir do cacau. E na secagem, as enzimas
presentes oriundas da fermentacdo, promovem as reacBes quimicas de cura,
estabilizando o sabor e a cor caracteristicos do chocolate (OETTERER, 2006).

A secagem tem como principal objetivo interromper a fermentacédo e reduzir a
umidade das améndoas de cacau, tornando-as mais estaveis ao armazenamento. Tal
etapa deve ser iniciada imediatamente apds a fermentacéo e deve ser adequadamente
conduzida para evitar o desenvolvimento de fungos toxigénicos, que podem afetar o
desenvolvimento do sabor caracteristico de chocolate, além de causarem danos a
salde. Durante a secagem, a reducdo do teor de polifendis € atribuida a reagdo de
escurecimento enzimatico causada pela polifenoloxidase que, nessa etapa, encontra
condi¢bes ideais para sua atividade, seguida de escurecimento ndo enzimatico
decorrente da polimerizagdo das quinonas resultantes e da acumulagdo de compostos
insoluveis (HANSEN et al., 1998).

Ja no processamento do cacau para a producdo do chocolate, a torracdo é um
tratamento térmico fundamental na obtencdo das caracteristicas de qualidade do
produto final, pois ocorrem reagdes quimicas que fazem com que os precursores do

sabor  (amino&cidos livres e acucares redutores) desenvolvidos durante a
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fermentacdo, sejam convertidos em produtos responsaveis pelo sabor tipico do
chocolate. Segundo  Queiroz e Garcia (1999), durante a torracdo ocorrem:
desenvolvimento do aroma e cor tipica de chocolate, principalmente pela reacéo de
Maillard; reducdo dos teores de &cidos volateis, principalmente o acido acético;
inativacdo das enzimas capazes de degradar a manteiga de cacau; reducao do teor de
umidade das améndoas, de 8% para 2% aproximadamente, e mudanca da textura dos
cotilédones (COHEN et al., 2009).

Durante a torracédo, a reacdo de Maillard desempenha um papel importante na
formacdo do sabor de cacau. Os aminoé&cidos livres, que sdo produzidos durante a
fermentacdo através da proteélise oriunda da atividade de enzimas proteoliticas e 0s
acucares redutores que também sdo formados na fermentagdo, por meio da hidrolise
da sacarose pela acdo da invertase, sdo precursores de aminas aromaticas (NOOR-
SOFFALINA et al., 2009).

Através da reacdo de Maillard, todos os precursores de aroma de cacau
interagem para produzir componentes de sabor, como alcoois, éteres, furanos,
tiazoles, piroles, acidos, ésteres, aldeidos, iminas, aminas, oxazolas, pirazinas e
pirrdis (MISNAWI et al.,, 2005). Aldeidos e pirazinas estdo entre 0os componentes
mais formados durante a torragdo (RAMLI et al., 2006).

A conchagem ¢ a etapa que assegura o desenvolvimento pleno do sabor pela
eliminacdo dos &cidos volateis, remo¢do da umidade, reducdo do tamanho dos
cristais de acucar, modificacdo da viscosidade e alteracdo da cor do produto. Ja a
temperagem € necessaria para induzir a cristalizacdo da manteiga de cacau em uma
forma estavel na massa de chocolate liquida (REINECCIUS, 2006; AFOAKWA et al.,
2008).

Sulistyowati e Misnawi (2008) estudaram a atividade antioxidante de
chocolate em funcdo da concentracdo de alcali e da temperatura de conchagem. Os
resultados demonstraram que ambos influenciaram o teor final total de polifendis,
sendo que o aumento da concentracdo do alcali e da temperatura de conchagem
reduziu gradualmente as concentra¢Bes finais de polifendis. Houve uma relacéo
significativa entre a concentracdo do alcali e a temperatura de conchagem na
concentragdo dos polifendis.

Todos esses estudos e 0 crescente interesse em aumentar a quantidade de

compostos fendlicos nos derivados de cacau sao reflexos de uma tendéncia mundial.
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A demanda por chocolates de alta qualidade tem aumentado, os consumidores
estdo a cada dia tornando-se mais exigentes e buscando novidades e sabores
diferenciados. A procura por chocolates mais amargos, saudaveis, organicos e de
origem esta crescendo de forma que a qualidade das améndoas de cacau é vista como
pré-requisito de grande importancia para a obtencdo e comercializacdo desses novos
tipos de chocolates com atributos diferenciados (THORTON, 2007).

A quantidade de compostos fendlicos presentes no cacau e, consequentemente,
em chocolates, depende ndo apenas de caracteristicas genéticas, mas também de
outros fatores, como clima (temperatura e umidade), propriedades quimicas do solo,
regido de cultivo (JALIL e ISMAIL, 2008). Em geral, as caracteristicas de amargor e
adstringéncia do cacau e de produtos derivados sdo atribuidas aos compostos
fenolicos, embora a literatura reporte outros fatores, como a presenca de certos
aminoacidos e a complexacdo de peptideos com metilxantinas, que também
contribuem para o0 amargor e a adstringéncia (van DER GREEF et al., 1987 apud
BRITO, 2000; PICKENHAGEN et al., 1975).

Efraim et al. (2010) verificou que existem diferencas na perda de compostos
fenolicos totais nas améndoas a depender da metodologia de secagem aplicada. Muitas
das reacdes bioguimicas iniciadas na fermentacdo continuam durante a secagem,
permitindo a redu¢do do amargor, da adstringéncia e da acidez das améndoas, além do
escurecimento dos cotilédones, contribuindo com a formacao dos precursores de sabor
desejaveis de chocolate (BECKETT, 2009). A secagem ao sol permite a obtencdo de
produtos com melhor qualidade sensorial em relacdo a secagem realizada de forma
artificial (FABORODE et al.,1995; EFRAIM et al., 2010).

Efraim et al. (2010) demonstraram haver maior retencdo de polifendis na
secagem natural, possivelmente por ser realizada em temperaturas mais brandas que
na secagem artificial.

Em dias de chuva ou quando o espaco disponivel nas barcacas ndo é suficiente
para comportar o volume de producgéo, tem-se como alternativa a secagem artificial. No
Brasil, em lugares onde a colheita coincide com épocas chuvosas, a secagem artificial é
extremamente importante (LAJUS, 1982). As barcagas com cobertura também tém sido
alternativas para secagem, evitando que as améndoas sejam molhadas por chuvas
rapidas que ocorrem esporadicamente em todas as estacGes do ano e por de versas

vezes inesperadamente.
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Neste contexto, abre-se a perspectiva do estudo de diferentes metodologias de
secagem de cacau (Theobroma cacao L.) wverificando sua influencia no
desenvolvimento do teor da atividade antioxidante das améndoas.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento das metodologias de secagem de cacau no

desenvolvimento dos compostos fendlicos e sua atividade antioxidante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os teores dos compostos fendlicos empregando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia

Determinar os teores das metilxantinas empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Determinar a atividade antioxidante através dos métodos: DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) e B-caroteno/acido linoleico

Correlacionar a quantidade de polifendis e atividades antioxidantes com as
metodologias de secagem utilizadas no experimento.

REFERENCIAL TEORICO

1.0 Cacau — Aspectos Gerais

O cacaueiro € uma planta da familia Sterculiaceae, género Theobroma, espécie
Theobroma cacao L. originada na Bacia Amazoénica e cultivada nas regides tropicais do
mundo. O interesse de cultivo desta espécie esta no aproveitamento de suas sementes
para producédo de derivados de cacau (ALVES, 2002). No inicio do século XVII o cacau
foi citado pela primeira vez na literatura botanica por Charles de L’Ecluse que o
descreveu com o nome de Cacao fructus, porém, em 1737 foi classificado por Linneu
como Theobroma fructus para em 1753 ser modificado para Theobroma cacao,
denominagdo que permanece ainda hoje. E uma planta tipica dos trépicos Gmidos, e é

cultivada em regides onde o clima apresenta pequenas variacbes durante o ano, em
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especial em termos de temperatura, radiacdo solar e comprimento do dia (SILVA NETO
etal., 2001).

O cacaueiro é uma planta perene, visto que seu ciclo produtivo poder ultrapassar
0s 100 anos, ideal em torno de 35 anos, com inicio da producéo econémica a partir dos
seis anos ap6s o plantio. Desenvolve-se em solo com niveis de fertilidade e
caracteristicas dispares, tais como 0s de mata, capoeira, sistemas de consorciamento
com outros cultivos ou até pastagem. Por ser uma planta tipica do trépico Uumido, o
cacaueiro possui como ambientacdo edafoclimatica ideal um solo de fertilidade
média/alta, bem drenado e com profundidade de 1,5 metros além de um clima estavel,
com pequena variacdo de temperatura, radiacdo solar e comprimento do dia

(PARENTE, 2008). A Figura 1 mostra um corte transversal de um fruto de cacau.

Figura 1. Corte transversal de um fruto de cacau - a: polpa mucilaginosa; b: placenta; c:
cotilédone

Fonte: EFRAIM, 2004.

O cacau é quase sempre cultivado nos trépicos, por pequenos agricultores
em paises do terceiro mundo (Figura 2). Seu cultivo estende-se da Coldémbia, para
a Venezuela, América Central e México. Ao dispersar-se ao longo do rio
Amazonas, alcanca também as Guianas. Saindo das Américas e com cerca de 70%
da producdo mundial proveniente da Africa Ocidental, principalmente da Costa do
Marfim (40%), Gana (20%), Nigéria (5%) e Camardes (5%). O Brasil, até a chegada

da vassoura de bruxa (Moniliophtora perniciosa) em 1989, era o segundo maior
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produtor de cacau do mundo caindo posic¢Ges depois do aparecimento desta doenca.
Hoje o Brasil ocupa a sexta posi¢ao no ranque mundial de producdo de cacau e

com um 6timo valor de mercado de seus produtos (ICCO, 2013).

Figura 2. Zona de cultivo do cacau na cor laranja.

\
Tropic of Cancer * 8

Equator

Tropic of Capricom

Fonte: SAINATO et al., 2004.

1.1 Producéo de cacau no mundo

O cacau tem importancia econdmica no contexto internacional por ser um
commodity de participacdo relevante no comércio mundial de produtos agricolas tanto
em importacOes quanto exporta¢des (GUYTON, 2003). De acordo com o International
Cocoa Organization (ICCO, 2012), os maiores produtores mundiais de cacau (Tabela 1)
sdo a Costa do Marfim seguida por Gana, Indonésia, Nigéria, Camardes, Brasil,
Equador e Papua Nova Guiné. A estimativa de producdo mundial para o periodo
2012/2013 foi de 4.003 milhdes de toneladas (ICCO, 2013).
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Tabela 1: Maiores produtores mundiais de cacau.

Paises Producao de Cacau ton/ ano
Costa do Marfim 1.350.000

Gana 970.000
Indonésia 500.000
Nigéria 210.000
Camaroes 200.000
Brasil 180.000
Equador 150.000
Papua Nova Guiné 48.000

Fonte: Annual Report 2011/2012 (ICCO, 2012).

1.2 Producéo de cacau no Brasil

No Brasil, a producdo tem grande destaque na regido Nordeste, principalmente
na Bahia. O Sudeste da Bahia, onde se concentra a producao de cacau no estado, foi o
responsavel, no ano de 2004, por cerca de 80% da producdo nacional. Os principais
municipios produtores de cacau da regido sao Itabuna e llhéus (CEPLAC, 2005).

A Bahia é o maior produtor de cacau no Brasil, com 64% do total produzido,
seguido por Pard (25%), Rondénia (8%) e Espirito Santo (3%) (MARTINI, 2004;
LOPES, 2011).

Segundo dados do IBGE, em 2011 o Brasil produziu 24,6 mil toneladas de
cacau em améndoa, sendo as regides Norte/Nordeste responsaveis por mais de 97%
dessa producdo. Neste mesmo ano o Nordeste produziu 156,570 mil toneladas de
améndoa do fruto, respondendo a Bahia 100% da producdo regional e cerca de 63% da
nacional (IBGE, 2012).



Tabela 2: Maiores produtores de cacau do Brasil.

Estado Producao de Cacau ton/ ano
Bahia 148.200
Para 59.500
Rondonia 17.400
Espirito Santo 6.100
Amazonas 3.200
Mato Grosso 647
Minas Gerais 128

Fonte: Anuario do Cacau, 2012.

2.0 Pré Processamento do cacau

16

A qualidade dos gréos de cacau depende de muitos fatores como a variedade

do cacaueiro, manejo agronémico, fatores do solo, condi¢bes climéticas, e a

tecnologia poés-colheita. Desta forma, a qualidade dos grdos de cacau, sabor e

aroma, dependerdo das habilidades e bons cuidados tomados pelos técnicos

responsaveis. Por causa disso, é necessaria a avaliagdo dos parametros fisicos,

quimicos e organolépticos que permitem determinar a qualidade em relacdo a

variedade e ao meio ambiente (BRUNETTO et al., 2007).

As etapas para o beneficiamento do cacau sdo evidenciadas no fluxograma a

sequir:

Figura 3. Fluxograma de Beneficiamento do cacau

Colheita

.

Quebra

.

Fermentacado

.

Secagem

.

Armazenamento

Fonte: Adaptado BECKETT, 1994
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2.1 Colheita
O desenvolvimento do fruto, desde a fecundacdo até a maturacdo, demanda o

tempo de cerca de seis meses. Na pratica, a maturidade é reconhecida, em geral pela
mudanca da cor do cacau. Por ocasido da colheita, é essencial colher apenas frutos
maduros, pois somente estes possuem agUcar e outros substratos em quantidade
adequada para uma boa fermentacdo (LOPES, 2000; CRUZ, 2002).
A época de colheita depende das condi¢des climaticas de cada regido. No

Brasil o cacau é colhido praticamente durante o ano inteiro, distinguindo-se dois
periodos de safra: o principal de outubro a janeiro e o secundario de maio a
agosto. O cacau colhido no segundo periodo da safra é conhecido como cacau
tempordo (CRUZ, 2002).

2.2 Quebra

Apos a colheita, os frutos devem ser quebrados e deles retiradas as sementes
com a polpa aderida, que serdo submetidas a fermentacdo. O periodo entre a quebra
e o inicio da fermentacdo ndo deve ser superior a 24 horas para que nao ocorram
reacdes quimicas indesejaveis. Sementes provenientes de quebras em dias diferentes
ndo devem ser fermentadas juntas, pois isso conduz a uma fermentacdo desigual
(BECKETT, 1994).

2.3 Fermentacéo

A fermentacdo apresenta duas fases. A primeira etapa é desenvolvida
principalmente por leveduras. Ha& uma diminuicdo do pH, que em conjunto com o
aumento da temperatura (45-50°C) sdo responsaveis pela morte do gérmen, ou seja,
elimina o poder de germinacdo da semente, a a partir desse momento, 0s graos
passam e se denominar améndoas (CRUZ, 2002; AFOAKWA, 2010).

A morte da semente resulta em mudancas de estruturas subcelulares que sdo
importantes para a producdo de precursores do sabor, como a hidrélise das
proteinas, originando aminoacidos livres. A geracdo de precursores de sabor € um
importante resultado da fermentacdo. Améndoas mal fermentadas ou sementes ndo
fermentadas apresentam uma coloragdo marrom-violeta ou de madeira acinzentada,
que permanece no chocolate e desenvolve sabor aparente de chocolate (BECKETT,
1994).

Na segunda fase da fermentacdo ocorre uma condensagdo oxidativa. Tem
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como principal caracteristica a reducdo da adstringéncia e amargor devido a
oxidagdo dos compostos fendlicos, formando complexos com proteinas e peptideos,
traduzindo-se, entre outras, na transformagéo da cor plrpura a marro dos cotilédones,
com o0 aumento da concentracdo de acido acético e oxidacgdo das antocianinas (CRUZ,
2002).

Uma améndoa de cacau bem fermentada apresenta cotilédones de coloracdo
marrom. Quando h& mistura de colora¢cdo marrom com violeta, roxo ou purpura, a
améndoa € classificada como parcialmente fermentada. Caso esta apresente
coloracdo de violeta a pdrpura, em grande parte de sua extensdo, é considerada
como mal fermentada (COHEN; JACKIX; SOUSA, 2004).

A fermentacdo é um procedimento importante para reduzir a acidez,
adstringéncia e amargor em sementes de cacau. E também um
passo fundamental na formacdo de aclcares redutores e aminoacidos, que Sdo 0S
precursores da reagdo de Maillard durante a torragdo (HUANG; BARRINGER,
2010).

A Figura 04 ilustra as reacdes que ocorrem em sementes de cacau durante a

sua fermentacdo.

Figura 04: Mudancas quimicas e bioquimicas dentro da semente do cacau durante a
fermentacao.
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Fonte: LOPEZ, 1986, citado por BECKETT, 2009.
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2.4 Secagem

A etapa de secagem (Figura 05) deve ser iniciada imediatamente apds a
fermentagdo e ndo deve ser lenta ou mal conduzida para evitar o desenvolvimento de
fungos que podem conferir sabor desagradavel ao produto final ou produzir toxinas
prejudiciais a saude (CRESPO, 1985). Por outro lado, ndo deve ser efetuada com
rapidez em demasia, com o0 emprego de temperaturas elevadas, para evitar a migragao
de manteiga de cacau para a testa (pelicula que envolve a améndoa) e afetar o
desenvolvimento do sabor caracteristico de chocolate. Muitas das reacGes bioquimicas
iniciadas na fermentacdo continuam na secagem (ROHAN; STEWART, 1967; LOPEZ,
QUESNEL, 1973).

A secagem ¢é realizada até as améndoas atingirem o teor de dgua de 7 a 8% (b.u),
podendo durar de 2 a 10 dias dependendo do método utilizado ou das condicdes
climaticas (PEREIRA, 20013).

Figura 05. Secagem do cacau

Fonte: Lajedo do Ouro

Durante a etapa de secagem, que tem como objetivo reduzir a umidade das
améndoas, tornando-as estiveis ao armazenamento, verifica-se a continuidade das
reagbes de oxidagdo iniciadas na fermentagdo levando a redugdo do amargor, da
adstringéncia e da acidez das améndoas e ao escurecimento dos cotilédones,
contribuindo com a formacdo dos precursores de sabor desejaveis de chocolate
(BECKETT, 1994).
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2.4.1 Tipos de secagem:
Secagem natural — Ultiliza como fonte de energia a luz solar. E realizada em

barcacas, terreiros e em estufa solar (PEREIRA, 2013).

e Tradicional - Secagem direta ao sol. Uso de barcaga com lastro
fixo de madeira e cobertura movel.

e Em terreiro — Esparrama-se as améndoas em pisos e a secagem
ocorre pela acdo direta dos raios solares.

e Em estufa — Lastro fixo ou mével, construido de madeira ou aco
inoxidavel. A cobertura é fixa e geralmente construida de
plastico, porém, é raro encontrar algumas coberturas construidas

com outros materiais.

A secagem natural é mais prolongada que a secagem artificial e proporciona
uma melhor eliminacdo do &cido acético e de outros compostos volateis, resultando em
améndoas com menor amargor e acidez. As améndoas de cacau sdo expostas
diretamente ao sol em instalacbes de facil manejo e que permitem uma secagem
adequada (MINISTERIO DA AGRICUTURA, 2011).

Dependendo das condi¢des climaticas, a secagem natural ocorre no periodo
médio de 8 a 10 dias. Ndo devendo ultrapassar o 12° dia, pois, dai em diante o cacau
comeca a perder suas caracteristicas de sabor e aroma, prejudicando o produto final
(MINISTERIO DA AGRICUTURA, 2011).

Secagem artificial — Utiliza-se para secagem outras fontes de calor que ndo a do
sol. Pode ser realizada em secadores com coberturas moveis, estufas ou casas de
secagem com chaminé.

S@o exemplos de secadores artificiais: Secador Tubular, Plataforma CEPEC,
Secadores rotativos Pinhalense, Secador Zaccaria, Secador Burareiro 2x2 m com
fornalha de alvenaria, Secador Burareiro 2x2 m com fornalha de ferro, Secador
Burareiro 3 x 3 m com fornalha de ferro (PEREIRA, 2013).

Os secadores citados, segundo Cunha e Serédio (1991), eles operam acoplados
a uma fornalha com sistema de aquecimento indireto do ar de secagem para evitar a

contaminagdo das améndoas de cacau com fumaca.
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A secagem por meio de secadores acoplados a fornalhas tem a vantagem de
reduzir o tempo de secagem, viabilizar a secagem em regiGes Umidas, em periodos de
chuvas e reduzir a interferéncia de condi¢des climaticas sobre a qualidade do cacau
qguando comparada com a secagem solar e de conveccdo natural. Porém, se mal
conduzida, pode comprometer a qualidade das améndoas em relacéo a desigualdade de
secagem ou comprometer os atributos sensoriais caracteristicos das améndoas de cacau
pela impregnacao de odores provenientes dos diferentes tipos de combustiveis usados
para o aquecimento das fornalhas (PEREIRA, 2013).

A utilizacdo de fornalhas a lenha com sistema de aquecimento indireto € um
método comum na maioria das propriedades pré-processadoras de cacau. Estas
fornalhas séo destinadas a produtos agricolas que requerem temperatura controlada e
ndo muito alta durante a secagem (CUNHA; SERODIO, 1991). A temperatura ideal da
massa de améndoas de cacau deve ser mantida em temperatura entre 35 e 40°C
(EFRAIM, 2004).

Uma boa secagem nao é aquela realizada em menos tempo, mas aquela que
permite produzir améndoas de qualidade. Uma secagem muito rapida resulta em perdas
excessivas de peso, com quebra das améndoas e fragmentacdo das partes superficiais.
Uma secagem bem conduzida ¢ realizada em torno de 50 horas (MINISTERIO DA
AGRICUTURA, 2011).

Na secagem artificial, deve-se manter as entradas de ar da camara sempre
desobstruidas. Para melhor aproveitamento do fluxo de calor do secador, manter as
janelas opostas a direcdo do vento dominante abertas, permitindo uma boa circulacéo do
ar quente de baixo para cima, passando pelo lastro e saindo pelas janelas, acelerando
assim, o processo de secagem e manter o cinzeiro e a chaminé sempre limpos
(MINISTERIO DA AGRICUTURA, 2011).

A secagem direta ao sol é o0 método mais utilizado, especialmente nas regides do
Oeste Africano e da América Latina, por causa das condicBes sdcio-econdmicas e
também porque muito ainda ndo se sabe sobre a secagem artificial. Nos paises asiaticos
produtores, onde secadores artificiais sdo mais prontamente adotados, existem
problemas com a ma qualidade do cacau devido a sua elevada acidez (WOOD; LASS,
1985).

Ainda néo estdo definidas quais condicGes séo ideais para a secagem artificial de

cacau em relacdo a qualidade aceitavel das améndoas resultantes. Num trabalho de
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pesquisa, Duncan et al. (1989) fizeram alusdo aos efeitos de secagem sob temperatura
controlada e fluxo de ar. Eles concluiram que um processo de duas fases no qual as
améndoas sdo ventiladas primeiro em condigdes ambientes até cerca de 20% de
umidade em base imida (b.u), seguido por secagem a 60 °C, até 7,5 % de umidade, traz
caracteristicas ao cacau que Se aproxima as das amostras naturalmente secas ao sol.
Enquanto que a secagem continua a 60 °C resulta em améndoas de fraca qualidade.

Em um outro trabalho (FABORODE; OMOTADE, 1994), confirmaram a
similaridade do processo tradicional de secagem sol a um tipo de secagem com periodo
de repouso, concluindo que um processo de descanso intermitente, ocasionado pelo
anoitecer, ajuda na realizacdo das rea¢des bioquimica de degradacdo e escurecimento
que ocorrem durante a secagem.

No Brasil, a secagem ¢ realizada predominantemente em plataformas de
madeira, denominadas barcacas, onde as sementes sdo espalhadas e frequentemente
revolvidas para propiciar uniformizacdo e reducdo da umidade e para a remocao de
compostos indesejaveis formados durante a fermentacdo, como por exemplo o &cido
acético (GARCIA, 1985).

Em dias de chuva ou quando o espaco disponivel nas barcacas ndo é suficiente
para comportar o volume de producdo, tem-se como alternativa a secagem artificial. Em
lugares onde a colheita coincide com épocas chuvosas, a secagem artificial é
extremamente importante (LAJUS, 1982).

De acordo com Passos et al. (1984), o tipo de secagem influencia a acidez das
améndoas, sendo que, na secagem natural, a perda da acidez, tanto volatil quanto total, é
maior em comparagdo com a secagem realizada por processos artificiais.

A secagem artificial, geralmente mais rapida, pode gerar alguns problemas. As
enzimas do interior das sementes se inativam rapidamente por falta de umidade antes
que diversas reacbes ndo tenham sido concluidas. Até certo ponto, isso pode ser
resolvido se for assegurado que as reacGes quimicas ocorreram durante oS primeiros
dias da secagem. O segundo problema é que a fumaca pode penetrar no interior das
sementes resultando em um sabor desagradavel no chocolate, pois, a consequéncia
dessa contaminagdo ndo pode ser eliminada no processamento do chocolate. Essa € a
razdo porque o cacau de algumas areas tem menor demanda e consequentemente precos
mais baixos (BECKETT, 1994).
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Jinap, Thien e Yap (1994) avaliaram o efeito da secagem na acidez e no teor de
acidos graxos volateis em améndoas de cacau, ndo sendo observadas, por equipe de
provadores treinada, diferencas sensoriais significativas entre os produtos obtidos da
secagem natural e artificial. De acordo com Faborode, Favier e Ajayi (1995), a secagem
natural, ao sol, permite que se obtenham produtos de melhor qualidade sensorial. S&o
escassos os trabalhos que tenham avaliado a influéncia do tipo de secagem sobre a perda
de compostos fendlicos. Na figura 06 vemos alguns modelos de secadores de cacau.

Figura 06. Secadores de cacau

Fonte: Proprio autor

2.4.2 Compostos fenolicos e a secagem

Seja qual for o processo, as condi¢des de secagem podem favorecer fendmenos
oxidativos que contribuem, em conjunto com a polimerizagéo, as reacdes que formam
novos compostos, implicando na reducdo de notas sensoriais negativas e 0
desenvolvimento da cor “marrom” peculiar do chocolate. Como o efeito dos compostos
fendlicos, é importante perceber que na secagem ha uma redugdo dos percentuais de
epicatequina e catequina, dependendo do processo adotado (de BRITO, et al 2000.;
PAYNE, et al. 2010).

E escassa na literatura informagdes sobre o efeito da fermentacio e secagem no

perfil das procianidinas, na polimerizagdo de mondémeros a oligomeros e polimeros, e
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também em algumas propriedades funcionais, tais como a diminuicdo da atividade
antioxidante (AIKPOKPODION; DONGO, 2010).

Durante a etapa de secagem, ocorre a diminuicdo do teor de polifendis, atribuida
ao escurecimento enzimatico causado pela enzima polifenoloxidase, que, nessa etapa,
encontra condicdes ideais para sua atividade. Posteriormente, ocorre 0 escurecimento
ndo enzimico decorrente da polimerizacdo de quinonas formadas durante a fermentacgao
e da acumulagdo de compostos insoliveis (BRITO, 2000).

Kyi et al. (2005) determinaram a cinética da reacdo de oxidacdo de polifendis
em améndoas de cacau durante a secagem em temperaturas variando entre 40 e 60 °C e
em umidades entre 50 e 80%. Os autores verificaram que, quanto maior a temperatura e
a umidade, maior a oxidacdo dos polifendis presentes no cacau.

A diminuicdo do teor de compostos fendlicos totais durante as etapas de
fermentacdo e secagem esta relacionada a formacéo do sabor desejavel do chocolate; ou
seja, a degradacdo dos compostos fendlicos, seja por complexacdo com as proteinas ou
por modificagdo bioquimica, é uma das responséveis pelo desenvolvimento do sabor
desejavel do chocolate (HANSEN; DEL OLMO; BURRI, 1998; EFRAIM, 2004).

2.5 Armazenamento

Além da importancia das etapas de fermentacdo e secagem a qualidade dos
produtos obtidos, as condi¢Oes de estocagem das améndoas devem ser observadas,
evitando-se 0 armazenamento de grandes volumes em ambientes com elevada umidade
e pouca circulacdo de ar, umas vez que as améndoas de cacau sdo higroscopicas e seu
ganho de umidade pode levar ao desenvolvimento de fungos e outros microrganismos
indesejaveis (BECKETT, 1994).

Esta etapa assume importancia devido ao longo tempo em que o cacau pode
permanecer armazenado. Comeca na fazenda produtora em sacos de aniagem de 60 kg
por cerca de 30 dias, fica nas cooperativas varios meses e nos armazens dos portos por
cercade 15 dias. A améndoa armazenada deve ter 7% de umidade e estar em equilibrio
com a umidade relativa do ar (70%) (OETERRER, 2006). Segundo Serra (2004) as
instalagcOes destinadas ao armazenamento do cacau devem possuir luminosidade e

aeracdo adequadas.
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2.6 Torragédo

As améndoas fermentadas e secas sdo submetidas a etapa de limpeza para
remocdo de sujidades mais grosseiras. Em seguida podem ser submetidas diretamente a
torracdo ou quebradas em pequenos fragmentos, denominados nibs, que devem ser
separados da testa e do gérmen previamente a torracdo. A torracdo € fundamental na
obtencdo das caracteristicas de qualidade do chocolate (KLEINERT, 1994). Em
condigdes 6timas, ha o desenvolvimento maximo do potencial aromatico da améndoa
(ZAMALLOA, 1994).

Segundo Brito (2000), as condicdes de torracdo dependem de varios fatores:
origem e tipo de améndoa, periodo de colheita, tratamentos anteriores a torracao,
umidade, tamanho das améndoas e dos nibs. Apds a torracdo, o material deve ser moido
para a obtencdo da massa de cacau, também conhecida como liquor, a qual é prensada
obtendo-se, assim, a manteiga de cacau e a torta, sendo que esta Ultima origina o cacau
em pd natural. Esses produtos sdo as principais matérias-primas utilizadas na fabricacédo

de chocolates e produtos a base de cacau.

2.7 Obtencéo do chocolate

O chocolate pode ser definido como uma suspensdo de particulas solidas
(aclcar, solidos de cacau e solidos de leite) em uma fase gordurosa continua, que
também contribui para o aroma, sabor, cor, além de promover forma ao produto final
(VISSOTO, et al., 1999). O processo tradicional de fabricacdo envolve as seguintes
etapas: mistura dos ingredientes, refino, conchagem, temperagem, moldagem,
resfriamento, desmoldagem e embalagem. A mistura consiste na homogeneizacdo dos
ingredientes em po (agucar, leite em pd) com os ingredientes liquidos e semi- liquidos
(manteiga de cacau e liquor de cacau fundidos), por tempo suficiente para o0s
transformarem em uma massa plastica, adequada para o refino. Essa etapa € feita, em
geral, em equipamentos encamisados a 40°C para garantir que a manteiga de cacau
permaneca fundida (EFRAIM, 2004).

O refino promove a reducdo do tamanho das particulas dos ingredientes
tornando-os imperceptiveis na boca durante a degustacdo do produto final. O
tamanho das particulas da massa refinada ndo deve ser superior a 25um para que o
consumidor ndo perceba arenosidade ao degustar o chocolate (LUCCAS, 2001).

Durante a conchagem, ocorre a volatilizacdo de compostos indesejaveis
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formados durante a fermentacdo das sementes de cacau (por exemplo &cido acético),
a diminuigdo da umidade proveniente dos ingredientes e a formagdo de aromas
desejéveis por reacbes como a de Maillard.

Nesta etapa, sdo necessarios o cisalhamento, a agitacdo e o0 aquecimento da
massa entre 50 e 70°C, dependendo do tipo de chocolate desejado (ao leite, branco ou
amargo). Quanto maior o tempo de conchagem, maior é a formagdo do sabor
desejavel do chocolate. Por isso, no método tradicional, esta etapa pode levar de 8 a
96 horas, dependendo do tipo de produto que se deseja e do equipamento utilizado
(BECKETT, 1994).

A qualidade do chocolate é avaliada por meio de suas caracteristicas
quimicas, fisicas, fisico- quimicas e sensoriais (BECKETT, 1994).

3.0 Polifenois do cacau e a Saude

Os polifendis sdo uma classe de compostos fendlicos que ocorrem em frutas,
vegetais, sementes, flores, bebidas e alguns alimentos industrializados, como
componente de um ingrediente natural que foi adicionado. Constituem um dos mais
numerosos e largamente distribuidos grupos de substancias do reino das plantas, com
mais de 8000 estruturas fenolicas conhecidas (BRAVO, 1998).

Polifendis sdo micronutrientes presentes nas plantas e na nossa dieta, sendo o
chocolate uma boa fonte. Estas substancias sdo metabdlitos secundarios das plantas e
estdo envolvidas na protecdo contra radiacdo UV e ataque de patdégenos (MANACH,
2004). E sabido do papel de polifendis na prevencédo de varias doencas associadas com
estresse oxidativo, como cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas. Estas
moléculas modulam a atividade de uma grande gama de enzimas e receptores celulares
(MIDDLETON, 2000), sao sequestradores de radicais livres (BORS, 1994) e quelam
metais de transicdo (KORKINA; AFANAS’EV, 1997). Além da atividade antioxidante,
polifendis tem diversas outras atividades biologicas ainda ndo entendidas (MANACH,
2004).

Os polifendis podem ser divididos em pelo menos 10 diferentes classes de
compostos, dependendo de sua estrutura basica. A figura 7 ilustra a estrutura quimica

béasica dos principais compostos polifendlicos.
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Figura 7: llustracdo da estrutura quimica basica dos principais compostos polifendlicos.

Classe Esqueleto basico Estrutura basica
Fendis simples Cs QH
Benzoquinonas Cs :C>:

Acidos fenélicos Cs— C; Q"

Acetofenonas Cs—Cs Qfm..,

Acidos fenilacéticos Cs—Co Q ’
Acidos hidroxcindmicos Cs—Cs @ru-r -
Fenilpropanonas Cs—Cs3 Qﬁ.,.ﬂ_. e




Classe Esqueleto basico Estrutura basica
Coumarinas, isocoumarinas Ce—Cs C(j/
Cromonos Cs—C3 CE];
Naftoquinonas Ces—Cy Qip
Xantonas Ce—Ci—Cs

Stilbenos Ceg—C—0Cs ,/

Antraquinonas Cg—Co—Cs

Flavondides Ce—Ca—Cs
Lignanas, neclignanas (Cs—C3)2
Ligninas (Cs—Ca)n

Fonte: BRAVO (1998).
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O cacau tem um longo histérico de utilizacgdo como alimento e como
medicamento (KWIK-URIBE, 2005). Os europeus, no século XVI, utilizavam o cacau e
o chocolate (liquido) como veiculos de medicamentos, além de serem considerados por
si s6 como medicamentos. Na forma isolada ou em combinacdo com ervas, plantas e
outros suplementos alimentares, o cacau e o chocolate eram utilizados no tratamento de
doencgas, como desordens digestivas, dores de cabeca, inflamacdes e insénias (KWIK-
URIBE, 2005).

Os teores de polifendis em cacau podem variar de acordo com a origem
geografica, a variedade da planta, o clima, o tipo de solo e a regido de plantio (fatores
agrondémicos e ambientais). As diferentes etapas da transformacdo do cacau em
chocolate também podem influenciar no teor de polifendis dos produtos finais (fatores
de processo) (RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2010).

Os compostos fendlicos do cacau estdo dentro das classes dos taninos e dos

flavondides. Estes estdo subdivididos de acordo com a figura 8.

Figura 8. Principais polifenois encontrados nas sementes de cacau.

Taninos
(Polifenéis poliméricos)

Taninos condensaveis

Procianidinas:
Procianidina B1 = epicatequina-(4p— 8)-catequina
Procianidina B2 = epicatequina-(4p—88)-epicatequina
Procianidina B3 = catequina-(4—88)-catequina
Procianidina B4 = catequina-(4B—88)-epicatequina

Procianidina BS = epicatequina-(4p— 86)-epicatequina
Procianidina C1 = epicatequina-(4p— 88)-epicatequina-(4p— 88)-epicatequina

Procianidina D = epicatequina-(4— 88)-epicatequina-(4— 88)-epicatequina-(4p—88)-epicatequina
Oligémeros elevados e polimeros homélogos a epicatequina com 2 a 18 unidades monoméricas

: Flavanoides I

Flavan6is Flavanois Antocianidinas Flavanonas Flavonas
(-)-epicatequina quercetina-3-O-a-D-arabinosideo 3-a-D-galactosidil-cianidina naringenina luteolina
(+)-catequina quercetina-3-O-B-D-glocopuranosideo 3-B-L-arabinosidil-cianidina naringenina-7-O-glucosideo luteolina-6-C-glucosideo
(+)-galocatequina quercetina-3-O-a-D-galactosideo luteolina-7-C-glucosideo
(-)-epigalocatequina apigenina-6-C-glucosideo

Fonte: Porter et al. (1991); Sanbongi et al. (1998); Sanchez- Rabaneda et al. (2003);
Counet et al. (2006)
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H& um crescente nimero de estudos que comprovam os beneficios a saude
propiciados pelos flavonoides na prevencéo e na atenuagdo do risco de contracdo de
determinadas doengas.

Mao et al. (2000) demonstraram a elevada atividade antioxidante in vitro das
procianidinas do cacau, tanto na fase de inducdo (atuando como antioxidante
preventivo), como na fase de propagacdo (atuando como antioxidante de quebra de
cadeias) da peroxidacdo de lipidios. Os mesmos compostos mostraram-se capazes,
ainda, de retardar o ataque de lipidios durante a fase de quebra das reacdes de pro-
oxidagéo, inibindo totalmente a formacdo de produtos de degradacdo. Esses efeitos
foram observados mesmo em concentragdes submicromoleculares, indicando que as
procianidinas do cacau podem atuar como inibidoras de inflamacdes agudas. Dados
apresentados por Steinberg et al. (2003) coletados a partir de outros estudos
demonstraram que a capacidade antioxidante das procianidinas de cacau e derivados foi
maior em comparagdo com outros alimentos.

A gquantidade de procianidinas no cacau e em seus produtos derivados depende de
muitos fatores, como a matéria-prima, a variedade do cacau, a forma de manejo na pés-
colheita e no pré-processamento, como fermentacdo, secagem e torracdo (WOLLGAST;
ANKLAM, 2000; RUSCONI; CONTI, 2010).

Um crescente nimero de estudos tem evidenciado diversos efeitos benéficos a
salde proporcionados pelos flavonoides, na prevencdo e atenuacdo do risco de
determinadas doencas, especialmente em relacdo a salde cardiovascular (SANBONGI
et al.,1998; WOLLGAST; ANKLAN, 2000; MAO et al., 2000; REIN et al., 2000;
STEINBERG; BEARDEN; KEEN, 2003; VINSON et al., 2006), prevencédo de canceres
(WEISBURGER; WILLIAMS, 2000), atividade anti-inflamatdria (SIES et al., 2005), e
melhoria das funcgdes endoteliais e das funcgdes vasculares (GRASSI et al., 2005; HEISS
et al., 2007). Grande parte dos beneficios a satde que vém sendo comprovados através
do consumo de derivados de cacau resulta da presenca de procianidinas (WOLLGAST,;
ANKLAM, 2000; STEINBERG et al., 2003).

As sementes de cacau possuem de 6 a 8% de compostos fendlicos, em peso seco,
sendo 60% (+)-catequina, (-)-epicatequina e procianidinas (ZUMBE, 1998; BRITO,
2000). Em sementes de cacau ndo fermentadas in natura, a quantidade de (-)-
epicatequina € vinte vezes maior que a de (+)-catequina (KWIK-URIBE, 2005),
enquanto que, no chocolate, observa-se teor ao redor de seis vezes maior (KEEN, 2001).
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De acordo com Schroeter et al. (2006), a epicatequina é o componente ativo do cacau
responsavel pelos efeitos benéficos a saude vascular a ele associados.

Em estudos realizados in vivo em humanos, as catequinas foram responsaveis
pelo aumento da atividade antioxidante, diminuicdo de malonaldeido e peroxido
lipidico no plasma, aumento das concentracdes de ascorbato no plasma, diminuicdo da
absorcdo de ferro ndo-heme e aumento da resisténcia do LDL-colesterol a oxidagdo
(WILLIAMSON; MANACH, 2005).

A atividade antioxidante do cacau foi mensurada em diversos estudos. Sanbongi
et al. (1998), avaliaram o efeito in vitro de um extrato rico em flavonoides obtido a
partir de liquor de cacau em solugéo alcoolica 80%. Os resultados indicaram que néo
apenas catequinas e epicatequinas apresentaram efeito antioxidante, como também

quercetina, quercetina-3-glicosideo, quercetina- 3-arabinosideo e dideoxiclovamida.

4.0 Atividade antioxidante e métodos de medida da atividade

Espécies reativas de oxigénio podem ser uma causa importante de um nimero
de doencas humanas, incluindo cancer e arterosclerose, assim como 0 processo de
envelhecimento (CUTLER, 1991). Deste modo, 0s mecanismos, tais como
antioxidantes, que tem a funcdo de controlar o estresse oxidativo, representam uma
grande linha de defesa do estado geral de salde. O soro humano contém muitos
antioxidantes diferente que podem ser importantes para a salde. Estes incluem a
vitamina C, tocoferol, caroteno, &cido Urico, bilirrubina, albumina e outros antioxidantes
gue parecem ser menos importantes, e, talvez, outros ainda ndo estdo identificados.

Hoje existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Radicais livres, ou espécies reativas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), podem ser definidas como moléculas ou
fragmentos moleculares que contém um ou mais elétrons ndo pareados (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). O elétron livre favorece a recepc¢édo de outras moléculas, o que
torna os radicais livres extremamente reativos.

As espécies reativas sdo produtos do metabolismo celular e desempenham um
papel dual, como espeécies tanto benéficas quanto prejudiciais aos sistemas bioldgicos
(VALKO et al., 2006; 2007). Os efeitos benéficos ocorrem em concentra¢des baixas ou

moderadas de radicais livres e envolvem fungdes fisioldgicas, tais como a defesa contra
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agentes infecciosos e participacdo nos sistemas de sinalizacdo celular. Ja os efeitos
danosos decorrem da superproducdo de ERO/ERN (VALKO et al., 2007).

Pesquisas sobre antioxidantes aumentaram consideravelmente nos ultimos
anos, assim como o numero de métodos propostos para medir a atividade antioxidante
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Entretanto, muitos antioxidantes naturais sao
multifuncionais e sua atividade em alimentos heterogéneos ndo pode ser avaliada por
um Unico método (FRANKEL; MEYER, 2000).

Na determinacdo da atividade antioxidante sdo utilizadas duas abordagens: a
direta e a indireta. Quando métodos indiretos sdo aplicados, estuda-se a habilidade do
antioxidante em capturar radicais livres, 0 que ndo necessariamente corresponde a real
degradacdo oxidativa, embora em alguns casos a doacdo de atomos de hidrogénio (ou
elétrons) correlacione-se com a atividade antioxidante. Ja os métodos diretos baseiam-se
no estudo do efeito que um alimento contendo antioxidantes é capaz de induzir na
degradacéo oxidativa de um sistema em analise (ROGINSKI; LISSI, 2005).

O radical organico DPPH tem sido amplamente utilizado em estudos para a
determinacdo da atividade antioxidante em alimentos (YAMAGUCHI et al., 1998),
constituindo um método simples e rapido, que ndo requer reagentes caros ou
equipamentos sofisticados (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995;
KOLEVA et al, 2002). Recentemente, aproximadamente 90% dos estudo sobre
atividade antioxidante utilizaram este método, em conjunto a outros (MOON;
SHIBAMOTO, 2009).

O DPPH ¢ um radical organico nitrogenado, livre e estavel, comercialmente
disponivel. O método baseia-se na redugdo de solugdes alcodlicas do radical DPPHe na
presenca de um antioxidante doador de elétron ou hidrogénio, formando um composto
estdvel. A capacidade antioxidante é proporcional ao desaparecimento do radical
DPPHe nas amostras analisadas. No decorrer da reagdo, a coloragdo violeta do meio
passa a amarela, e a capacidade antioxidante é facil de ser avaliada pelo monitoramento
do decréscimo da absorbancia a 517nm (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Apesar das vantagens, este método também apresenta limitagcdes, como o uso
de quantidades significativas de reagentes, padrGes e amostras; numero limitado de
analises simultaneas e impossibilidade de avaliacdo da atividade de antioxidantes
hidrofilicos, uma vez que o radical € dissolvido em solventes organicos (principalmente
alcoois) e ndo em meio aquoso (ARNAO, 2000; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
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Os resultados podem ser expressos em porcentagem de atividade antioxidante,
micromols de equivalente do padrdo utilizado ou como EC50, o qual expressa a
quantidade de antioxidante ou amostra necesséaria para reduzir a concentracao inicial de
radical livre do meio em 50% (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

O indice Oxygen Radical Absorbance Capacity, ou capacidade de absorcio
dos radicais oxigenados (ORAC), é um método de quantificacdo das capacidades
antioxidantes nas amostras bioldgicas. Essa metodologia tem sido testada em uma
grande variedade de alimentos (OU EI al., 2011). Nesse método, verifica-se a
capacidade sequestradora das fracdes hidrofilicas e lipofilicas de um antioxidante frente
a um radical peroxila induzido pelo AAPH (2, 2'-azobis (2-methypropionamidine)
dihydrocholoride) a 37°C, onde o radical peroxila reage com a fluoresceina formando
um produto néo fluorescente (PRIOR et al., 2003).

A amostra antioxidante adicionada reage rapidamente com os radicais, doando
atomos de hidrogénio e inibindo a perda da intensidade da fluorescéncia, sendo portanto
um metodo competitivo. A fluoresceina demostra uma excelente fotoestabilidade, além
de n&o interagir com os antioxidantes (PRIOR et al., 2003).

O método de reducdo do ferro (FRAP) foi originalmente desenvolvido por
Benzie e Strain (1996) para medir o poder de reducédo no plasma, mas a abordagem foi
posteriormente adaptada para uso em antioxidantes de vegetais (PRIOR; WU,
SCHAICH, 2005).

Quando um complexo Fe** - TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazina) é reduzido a
Fe?* por um antioxidante em condicdes é4cidas, desenvolve-se uma intensa coloragéo
pUrpura com absorcdo maxima a 593nm (MOON; SHIBAMOTO, 2009). Assim, a
capacidade antioxidante pode ser avaliada pelo monitoramento da formacdo do
complexo Fe?* - TPTZ espectrofotometricamente.

Uma das limitacbes do método é que o sistema deve ser aquoso (MOON;
SHIBAMOTO, 2009). Outra desvantagem € que o método nao pode detectar compostos
que agem por meio da doagdo de atomos de hidrogénio, particularmente tidis, como a
glutationa, e proteinas, o que pode levar a subestimacdo da capacidade antioxidante
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Entretanto, essa caracteristica pode ser vantajosa,
uma vez que a glutationa é encontrada em altas concentracfes em alimentos, porém é
degradada no intestino, sendo pouco absorvida pelos humanos (STAHL et al., 2002).

Apesar das limitagBes, constitui-se em um método répido, simples e que ndo requer
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reagentes caros e equipamentos sofisticados (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; MOON,;
SHIBAMOTO, 2009).

O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do &cido linoléico. O método
estd fundamentado em medidas espectrofotométricas da descolorac¢do (oxidagdo) do f-
caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do &cido linoléico (MARCO,
1968; MILLER, 1971).

O B-caroteno € o mais abundante dos carotenoides e bastante utilizado em
terapias. E quase completamente insollvel em &gua, mas facilmente solivel em
ambientes hidrofébicos e solventes pouco polares. Tem sido reportado nos ultimos 30
anos que o B-caroteno exibe alta reatividade com eletréfilos e oxidantes. Muitos estudos
tém demonstrado que ele inibe a auto-oxidacdo de lipidios em tecidos bioldgicos e
produtos alimenticios, porém poucos detalhes da cinética e mecanismo destas reacoes
tém sido revelados (LARSON, 1997). Diversas técnicas tém sido utilizadas para
determinar a atividade antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rapida selecéo de
substancias e/ou misturas potencialmente interessantes na prevengdo de doencas
crénico-degenerativas. Dentre estes métodos destaca-se o sistema de co-oxidac¢do do -
caroteno/acido linoleico, originalmente descrito por Marco (1968) e modificado por
Miller (1971). Este método nos permite avaliar a capacidade de uma determinada
substancia prevenir a oxidagdo do B-caroteno, protegendo-o dos radicais livres gerados
durante a peroxidacdo do acido linoleico.

O método da co-oxidagdo empregando o sistema [3-caroteno/acido linoleico é
um teste simples e sensivel, e por ndo utilizar altas temperaturas permite a determinagéo
da atividade antioxidante de substancias termossensiveis, porém apresenta alguns
inconvenientes. A utilizacdo do meio emulsionado, por exemplo, interfere nos valores
de absorvéncia causando baixa reprodutibilidade, e a interagdo do -caroteno com o
oxigénio proveniente do meio dificulta a interpretacdo dos resultados (GADEW et al.,
1997).
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