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RESUMO

No Estado do Pard a cacauicultura esta em expansdo e é explorada basicamente por
pequenos produtores, entretanto existem poucos estudos cientificos sobre a qualidade do
cacau (Theobroma cacao L.) amazbnico, principalmente relacionados aos compostos
fendlicos. Em funcdo destes compostos, produtos derivados desta semente atuam
beneficamente a salde. Porém, parte desses compostos se perdem durante as etapas de
processamento, principalmente durante a fermentacdo, secagem e torracdo. A origem do
cacau também pode influenciar na concentracdo desses compostos. Nesse estudo foi avaliada
a concentracdo de compostos fenolicos e capacidade antioxidante de améndoas de cacau que
foram submetidas a diferentes condi¢Ges de processamento provenientes dos municipios de
Tomeé-Acu, Medicilandia e Placas entre os principais produtores de cacau do Estado do Para.
Foi verificado que as améndoas fermentadas a partir de 4 dias, nos leitos de 40 e 60 cm,
apresentavam-se com coloragdo marrom e bem compartimentadas, indicando uma boa
fermentacdo. O processo de secagem garantiu boa estabilidade para o armazenamento, com
excecdo das améndoas secas em Placas que apresentaram umidade acima do permitido pela
legislacdo. Ndo houve diferenca significativa em relacdo a concentracdo dos compostos
fendlicos e capacidade antioxidante entre as diferentes condi¢des de quebra do fruto, alturas
de leito e dias de fermentacdo, e secagens em lona e barcaga. O aumento da temperatura teve
maior influencia na concentracdo dos compostos fendlicos devido o aumento da (+)-catequina
e diminuicdo dos demais compostos fendlicos. As améndoas obtidas nos municipios de
Tomé-Acu e Placas apresentaram maior concentracdo dos compostos fendlicos e capacidade
antioxidante, pelos métodos FC e DPPH, no 4° dia de fermentacdo e o municipio de
Medicilandia no 7° dia de fermentacdo. Houve um aumento na concentracdo dos compostos
(+)-catequina, (-)-epicatequina e Procianidina B2 ap6s a secagem das améndoas nos
diferentes municipios. Os compostos fendlicos e capacidade antioxidante apresentaram
correlagdo entre si para p<0,005, com exce¢cdo do composto (+)-dihidrocaemferol que
correlacionou apenas com os compostos fenolicos e nédo teve correlagdo com o método ORAC
para p<0,05. Logo, para uma boa qualidade de améndoa foi observado que em 4 dias
apresentou melhores condi¢bes de fermentagcdo, determinada pelo teste de corte, maior
concentracdo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante nos municipios estudados, e 0
processo de torracdo apresentou melhores condicdo em temperaturas mais baixas devido ao
possivel processo de epimeriza¢do da (+)-catequina e a degradacdo dos demais compostos

fenolicos a temperaturas mais elevadas.



ABSTRACT

In the state of Par& the cocoa production is expanding and is exploited mainly by
small farmers, however there are few scientific studies about quality of the cocoa (Theobroma
cacao L.) amazonian, mainly related to phenolic compounds. Due to these compounds,
derivatives products of this seed improve the health. However, some of these compounds are
deteriored during the processing steps, especially during fermentation, drying and roasting.
The cocoa origin may also influence the concentration of these compounds. In this study was
evaluated the concentration of phenolic compounds and antioxidant capacity of cocoa almond
that were submitted to different processing conditions. The almonds are from of Tomé-Acu,
Medicilandia and Placas, these municipalities are among the main producers of cocoa at state
of Para. It was observed that fermented almond from 4 days, in beds of 40 and 60 cm,
presented brown coloration and well compartmentalized, indicating good fermentation. The
drying process ensured good stability for storage, with the exception of dried almonds on
Placas that presented humidity above of the permitted by law. There was no significant
difference in the concentration of phenolic compounds and antioxidant capacity between
different conditions of the break fruit, bed height and days of fermentation and drying on
canvas and barge. The temperature increase had greatest influence on the concentration of
phenolic compounds due to the increase of (+)-catechin and reduction of other phenolic
compounds. Almonds obtained in the municipalities of Tomé-Acu and Placas showed higher
concentration of phenolic compounds and antioxidant capacity by FC and DPPH methods, on
the 4™ day of fermentation and the municipality of Medicilandia on the 7" day of
fermentation. There was an increase in the concentration of the compounds (+) - catechin, (-)-
epicatechin and Procyanidin B2 after drying of the almonds in different municipalities. The
phenolic compounds and antioxidant capacity showed correlation for p<0.005, with exception
of the compound (+)-dihydrokaempferol that correlated only with phenolics compounds and
had no correlation with the ORAC method for p <0.05. Therefore, for good quality of the
almond was observed that in four days showed better fermentation conditions, determined by
the cutting test, the highest concentration of phenolic compounds and antioxidant capacity in
the municipalities studied, and the roasting process showed better condition at lower
temperatures due to a possible epimerization process of (+)-catechin and degradation of other

phenolic compounds at higher temperatures.
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1 INTRODUCAO

A semente de cacau € a principal matéria-prima para a producdo de chocolate. O
cacaueiro (Theobroma cacao L.) é cultivado em plantaces nas regides tropicais em todo o
mundo (AFOAKWA et. al., 2008).

Durante muitos anos, a producdo e comercializacdo de cacau fazem parte da
economia de alguns estados brasileiros, em especial a Bahia. A drastica reducao da producéo
nacional de cacau, ainda se recuperando das perdas impostas pela disseminag@o generalizada
da vassoura-de-bruxa na tradicional regido cacaueira da Bahia, abriu uma janela de
oportunidade para a expansdo da cacauicultura no estado do Para. A cacauicultura paraense €
explorada basicamente por pequenos produtores, predominantemente, em solos de média a
alta fertilidade. Entre os municipios tem-se o destaque para Tomé-Acu, Medicilandia e Placas
(CEPLAC, 2011a).

As sementes de cacau contém concentragdes elevadas de varios compostos fenolicos,
entre 6 a 10% da améndoa fermentada e seca (RUSCONI e CONTI, 2010; CROZIER et al.,
2011). O grande interesse em compostos fendlicos esta relacionado aos beneficios que estes
trazem, pois, 0 consumo regular de alimentos ricos em compostos fenolicos previne doencas
degenerativas como cancer, aterosclerose e diabetes. Além disso, 0s compostos fenolicos
apresentam uma ampla faixa de atividades bioldgicas, incluindo atividades antioxidante,
antimicrobiana e neuro-protecdo (JAGANATH e CROZIER, 2010).

Além dos flavandis, tais como, catequina, epicatequina e seus dimeros procianidina,
B1 e B2, que sdo o0s principais compostos presentes no cacau, outros compostos fenolicos ja
foram identificados em sementes ou produtos de cacau, como procianidina A2, A3, B5, Cl e
D, écidos fendlicos e quercetina, luteolina, apigenina, caempferol, naringenina, cianidinas, e
seus glicosideos (SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003; COOPER et al., 2007; KOTHE,
ZIMMERMANN e GALENSA, 2013; IANNONE et al., 2015; ESATBEYOGLU, WRAY
e WINTERHALTER, 2015).

Para obter as caracteristicas sensoriais desejadas, com a diminuicdo do sabor
desagradavel e adstringente das sementes de cacau in natura, é necessario fazer a
fermentacdo, secagem e torracdo destas sementes (BECKETT, 2009). Entretanto as diferentes
etapas de transformac&o, até obtencdo do chocolate e outros produtos, influenciam no teor de
compostos fendlicos dos produtos finais (RAMIREZ-SANCHEZ et al., 2010).

Na etapa de fermentacdo ha a formacdo de compostos como o etanol, acido latico e

acido acético, que levam a morte do embrido (é a partir desse momento que as sementes



14

passam a ser chamadas de améndoas). Mudancas na estrutura da semente fazem com que as
enzimas entrem em contato com seus substratos dando inicio a oxidacdo dos compostos
fendlicos.

A etapa de secagem é aplicada para reduzir a umidade das améndoas. Durante a
secagem, também ocorre a diminuicéo do teor de compostos fendlicos, atribuida, entre outros,
a enzima polifenoloxidase que, nessa etapa, encontra condi¢des ideais para sua atividade
(BRITO, 2000).

A torracdo completa as reagGes quimicas responsaveis pelo desenvolvimento de
aroma de chocolate, iniciados durante a fermentacdo, e € uma etapa critica para assegurar a
qualidade do cacau (VOIGT, 2013). Além disso, a torracdo também afeta a capacidade dos
compostos fendlicos de interagir com as proteinas, causando uma diminui¢do na adstringéncia
(MISNAWI, JAMILAH e NAZAMID, 2005).

Existem poucas pesquisas em relacdo ao perfil e concentracdo dos compostos
fenolicos, capacidade antioxidante e qualidade das améndoas de cacau provenientes dos
municipios pertencentes a regido Amazonica. Além disso, 0s municipios de Tomé-Acu,
Medicilandia e Placas ndo apresentam padrdo de pré-processamento das améndoas de cacau e

com isso ha a desvalorizacdo do seu produto junto ao mercado nacional e internacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de diferentes condigOes de fermentagéo, secagem e torracdo das

améndoas de cacau amazonico (Theobroma cacao L var. Forasteiro) na concentragdo dos

compostos fenolicos e na capacidade antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o impacto dos diferentes processamentos das sementes de cacau sobre 0s

compostos fenolicos e capacidade antioxidante em funcdo das seguintes variaveis:

Tempo entre a colheita e quebra dos frutos;
Altura do leito e tempo de fermentacao;
Secagem em lona e barcaca;

Tempo e temperatura de torracao;

Origem do cacau produzido no Estado do Para (Tomé-Acu, Medicilandia e Placas).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OCACAU

Theobroma cacao L. € uma espécie nativa das florestas tropicais da América Central
e do Sul. O cacaueiro comeca a produzir aos 4 anos, atingindo plena produtividade aos 12
anos e produz, em media, até 35 anos. A época de colheita é variavel nas zonas cacaueiras. No
Brasil a safra vai de maio a setembro. O fruto é composto por casca, polpa e sementes. A
relacdo peso/volume do fruto é 1:2, sendo que a casca representa 75% do total (OETTERER,
2006).

A composicdo das améndoas é altamente varidvel, dependendo das condi¢des de
cultivo, genética, fermentacdo, secagem, torracdo, manuseio durante o transporte e
armazenamento (AFOAKWA et al., 2008). Os componentes de armazenamento nos
cotilédones consistem em aproximadamente, 50% de gordura, 15% de compostos fendlicos,
12% de proteina e 7% de carboidratos (KADOW et al., 2013).

Os produtos derivados do cacau encontrados no mercado sdo produzidos a partir de
trés principais variedades: Criollo tradicional (fino ou de aroma), Forasteiro e seu hibrido
natural Trinitario (mistura de Criollo com Forasteiro) (HII et al., 2009a).

Globalmente, os principais paises produtores de cacau sdo Costa do Marfim, Gana,
Indonésia, Nigéria, Camardes, Brasil e Equador (TEYE et al., 2013).

O Brasil é o sétimo maior produtor de cacau do mundo (ICCO, 2015), sendo que a
producdo de cacau brasileira estd distribuida nas regides: nordeste, Bahia (100%); sudeste,
Espirito Santo (97%) e Minas Gerais (3%); Centro-Oeste, Mato Grosso (100%); e Norte, Para
(93%) Rondonia (5%) e Amazonas (2%) (IBGE, 2014).

A regido sudeste da Bahia ¢ a maior regido produtora de améndoas de cacau no
Brasil, Tabela 1, no entanto apresenta baixo rendimento médio em relacdo ao Estado do Para.
O Para esta se destacando na producdo de cacau nos Gltimos anos, ja € o segundo maior
produtor de améndoas do Brasil e o primeiro em produtividade (861 kg/ha), Tabela 1. Por isso
a cacauicultura é uma grande alternativa para o desenvolvimento sustentdvel da Amazonia,
considerando seu baixo custo produtivo, suas caracteristicas preservacionistas, a utilizacdo de

sistemas agroflorestais e grande contingente de agricultores de base familiar (IBGE, 2014).
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Tabela 1. Producdo de améndoas de cacau no Brasil, safra 2014.

p . Quantidade Rendimento médio Valor da

Area colhida . . " .
Estado produzida (quilogramas por producédo (mil

(hectares) i
(toneladas) hectare) reais)

Bahia 547220 161096 294 873545
Espirito Santo 22044 4300 195 26537
Minas Gerais 218 120 550 750
Mato Grosso 888 582 655 2321
Para 116532 100293 861 650899
Rondbnia 13984 5231 374 26581
Amazonas 3031 2169 716 8894

Fonte: IBGE 2014

Na Tabela 2 tem-se destaque para o municipio de Medicilandia como maior produtor
entre 0s municipios do Estado do Para. Placas é o terceiro maior produtor enquanto que
Tomé-Agu apresenta baixa producdo em relagdo aos outros municipios estudados.

Esses municipios apresentam alta produtividade, entretanto existe o problema do
valor pago aos produtores destas regies o qual é inferior aos valores pagos em outras regides
do pais gerando perdas significativas para o produtor (AMIN e SEABRA, 2009). Este fato
esta relacionado, principalmente, ao beneficiamento inadequado das améndoas, produzindo
uma améndoa de qualidade inferior (MENDES e REIS, 2006) e a falta de organizagéo e de
capital dos produtores de cacau que comercializam, muitas vezes, a producdo de forma

individual e antecipada aos poucos agentes existentes na regido (AMIN e SEABRA, 2009).

Tabela 2. Producdo de améndoas de cacau no estado do Pard, safra 2014.

< . Quantidade Rendimento médio Valor da
o Area colhida . . . .
Municipio produzida (quilogramas por produgéo (mil
(hectares) .
(toneladas) hectare) reais)
Medicilandia 36713 41890 1141 291136
Placas 7400 6660 900 37030
Tomé-Acu 3100 2298 741 14340

Fonte: IBGE 2014
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3.2 PRE-PROCESSAMENTO DO CACAU

3.2.1 Fermentacao

A fermentacgdo da polpa, que envolve as sementes, representa um passo fundamental
na transformacdo do cacau para o desenvolvimento do sabor do chocolate devido ocorrer,
nessa etapa, a producéo de precursores de aroma (LIMA et al., 2011). O cacau é geralmente
fermentado utilizando caixas de madeira, durante 2-8 dias, dependendo da variedade e das
condicBes do cacau, além de caixas de madeira, a fermentacdo também pode ser realizada em
bandejas e montes (HIl, LAW e CLOKE, 2009).

A quantidade de massa de sementes de cacau é um dos fatores que afetam a
fermentacdo e deve haver uma quantidade minima de sementes para ter um processo de
fermentacdo satisfatorio. Segundo Oetterer (2006), a altura méxima de leito (massa de
semente de cacau no sistema) é de 90 a 110 cm, uma vez gque acima ndo ha mais aeragédo
homogénea durante a fermentacéo.

Os micro-organismos que sdo transferidos para as sementes através das maos de
trabalhadores, ferramentas usadas para cortar o fruto e os recipientes utilizados para a
realizacdo do processo de fermentacdo irdo contribuir para a degradacéo da polpa que envolve
as sementes, e, com isso, produzir uma variedade de produtos metabolicos. Nos primeiros
dias de fermentacdo ocorre a fermentacédo alcodlica, realizada por leveduras que convertem os
acucares, presentes na polpa, em etanol. Na fermentacdo acética as bactérias acéticas
transformam o etanol em &cido acético. O calor e a concentracdo de acido acético causam a
morte do embrido da semente com consequente perda da permeabilidade seletiva das
membranas. Além disso, também ocorre a fermentacdo latica, conduzida principalmente por
bactérias laticas que produz &cido lactico a partir de actcares (NIELSEN et al., 2007).

Durante a fermentacdo das sementes acontecem varias reacdes quimicas, como por
exemplo, a diminuicdo do teor de proteinas bruto devido a digestdo proteolitica e 0 aumento
no teor de aminoéacidos livres (KRAHMER et al., 2015).

Brito (2000) verificou que ap6s 72 h de fermentag&o houve um aumento em todos 0s
aminoacidos exceto tirosina e lisina. Nas améndoas secas, foram detectados valores mais
elevados de aminoacidos quando comparados com 0s das sementes ndo fermentadas, exceto
para o &cido glutdmico e prolina. A torragdo promoveu a diminuic¢do de todos os aminoacidos
livres com excec¢do do acido glutamico. A reducéo foi menor no teor de lisina e 0 maior em

histidina.
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3.2.2 Secagem

Ap0s a fermentacdo, uma etapa de secagem € aplicada para reduzir o teor de umidade
e atividade de &gua das améndoas de cacau para garantir maior estabilidade durante o
armazenamento (DI MATTIA et al., 2013).

No final da fermentacdo, as sementes de cacau contém 40-60% de umidade e devem
ser secas para a estabilidade microbiana (NIELSEN, CRAFACK, JAKOBSEN, 2013). Apos a
secagem, as améndoas de cacau devem ter teor de umidade méxima de 8% (BRASIL, 2008a).

A etapa de secagem deve ser iniciada imediatamente ap06s a fermentagdo e deve ser
adequadamente conduzida para evitar o desenvolvimento de fungos, que podem afetar o
desenvolvimento do sabor caracteristico de chocolate, aléem de causarem danos a saude.
Muitas das rea¢Bes bioquimicas iniciadas na fermentacdo continuam durante a secagem,
permitindo a reducdo do amargor, da adstringéncia e da acidez das améndoas, além do
escurecimento dos cotilédones, contribuindo com a formacdo dos precursores de sabor
desejaveis do chocolate (BECKETT, 2009).

A secagem natural, realizada ao sol, é uma operacdo simples e bastante utilizada em
fazendas cacaueiras. No Brasil, € normalmente realizada em plataformas de madeira,
denominadas barcacas, onde as sementes sdo espalhadas e frequentemente revolvidas para
propiciar uniformizacdo e reducdo da umidade e para a remo¢do de compostos indesejaveis
formados durante a fermentacdo, como por exemplo, o &cido acético. Em dias de chuva ou
quando o espaco disponivel nas barcacas ndo € suficiente para comportar 0 volume de
producdo, tem-se como alternativa a secagem artificial (EFRAIM et al., 2010).

Além disso, em pequenas propriedades de baixo potencial de producdo, é comum o
uso de lonas estendidas em superficies de boa exposicdo ao sol e que permitem uma boa
manipulagdo (CEPLAC, 2011b).

3.2.3 Torragdo

A torracdo € fundamental para o desenvolvimento do sabor e aparéncia das
améndoas de cacau durante o processamento industrial. A escolha das condic¢des de torracdo
depende da variedade e qualidade do cacau, das condicGes de cultivo e processamento apds a
colheita (KRYSIAK e MOTYL-PATELSKA, 2006).

A escolha da combinagdo de tempo/temperatura é uma das variaveis do processo

mais importante e pode ser frequentemente utilizada a fim de aumentar as propriedades
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funcionais de alguns alimentos. As condicGes de torracdo das améndoas de cacau podem
variar de 15 a 45 minutos com temperaturas de 110 - 220°C (CALIGIANI, CIRLINI e
PALLA, 2007; KRYSIAK, ADAMSKI e ZYZELEWICZ, 2013).

A torracdo caracteriza-se pelos seguintes fenébmenos: desenvolvimento do aroma e
cor tipico de chocolate principalmente pela reacdo de Maillard; reducéo dos teores dos acidos
volateis, principalmente acido acético; inativacdo das enzimas capazes de degradar a manteiga
de cacau; reducdo do teor de agua das améndoas, de 8% para 2% aproximadamente; mudanca
da textura dos cotilédones (mais quebradica) (QUEIROZ, 1999).

Os precursores de sabor séo desenvolvidos durante fermentagdo e secagem das
améndoas de cacau, o que inclui aminoacido livre, peptideos e acucares redutores,
contribuindo para o desenvolvimento do aroma especifico do cacau através da reacdo de
Maillard durante a torragdo (MISNAWI e TEGUH, 2010).

No estudo de Redgwell, Trovato e Curti (2003) foi verificado que as concentragdes
de glicose e frutose diminuiram ap0s a torracdo das améndoas de cacau, mas 0s niveis de
sacarose, rafinose, estaquiose e verbascose, ndo foram significativamente afetados. A torracéo
promove uma interacdo entre polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos e produtos da
reacdo de Maillard.

Além disso, durante o aquecimento de alimentos podem ser formados compostos
como, por exemplo, o hidroximetilfurfural que possui possivel efeito nocivo a salude e foi
verificado por Sacchetti et al. (2016), um aumento exponencial em sua concentracdo em
relacdo ao aumento do tempo de torracdo das améndoas de cacau, no entanto, o contetdo final
foi baixo (0,1-0,8 g/kg). Foi observado que processos que envolvem alta temperatura em curto
periodo de tempo minimizam a formacéo do hidroximetilfurfural. A sua concentracdo nédo foi

considerada dependente da temperatura.

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NO CACAU

Os compostos fenolicos sdo produtos do metabolismo secundario de muitas plantas e
desempenham um papel importante, por exemplo, na defesa contra microrganismo, protecdo
contra a radiagédo ultravioleta, atrativo de agentes polinizadores, entre outros. A presenca de
compostos fendlicos nas plantas é dependente de varios fatores, incluindo grau de maturacéo,
variedade, reagdes de estresse (ARLORIO et al., 2008).

Estudos epidemiologicos mostraram que os produtos derivados do cacau podem

reduzir o risco de doenca cardiovascular. O efeito, relacionado a saude, tem sido atribuido,
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principalmente, aos seus compostos fenolicos e metilxantinas. Os flavanols, compostos
fenolicos presente no cacau, foram relatados em muitos estudos como compostos bioativos
com potencias beneficios para a saide no combate a varias doencas crénicas, incluindo a
inflamacéo, doenca cardiovascular e doencas neurodegenerativas (DONOVAN et al., 2012).

Em geral, os compostos fendlicos compreendem uma ampla variedade de moléculas
que tém uma estrutura de polifenol (isto €, varios grupos hidroxilos em anéis aromaticos), mas
também existem moléculas com apenas um anel de fenol, tais como os acidos fenolicos. Os
compostos fendlicos sdo divididos em varias classes de acordo com o nimero de anéis
fendlicos que eles contém e aos elementos estruturais que ligam estes anéis uns aos outros. Os
principais grupos de compostos fenolicos sdo: flavonoides, &cidos fendlicos, taninos
(hidrolisaveis e condensados), estilbenos e as lignanas (D'’ARCHIVIO et al., 2007).

Os compostos fendlicos encontrados no cacau pertencem aos grupos dos flavonoides,
acidos fendlicos e taninos condensados ou procianidinas, Tabela 3.

3.3.1 Flavonoides

Os flavonoides, Figura 1, encontrados no cacau, pertencem aos grupos dos

flavandis, flavonais, flavonas, flavanonas e antocianinas.

Figura 1. Estrutura de um flavonoide.

Os flavanois existem tanto na forma de mondmero (catequinas) e a forma de
polimero (proantocianidinas). A catequina e epicatequina sdo os principais flavanois em frutas
(ARTS, VAN DE PUTTE e HOLLMAN, 2000). A (-)-epicatequina € quantitativamente o
principal composto fenolico presente no cacau (cerca de 35% de teor de compostos fendlicos
do cacau Forasteiro ndo fermentado) (SHAHIDI e NACZK, 2003).
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Tabela 3. Compostos fenolicos identificados nas sementes e améndoas de cacau.

Compostos Fendlicos

Referencia

(—)-Epicatequina; (+)-catequina

Counet e Collin (2003); Sanchez-Rabaneda et al. (2003);
Stark, Bareuther e Hofmann (2005); Niemenak et al.
(2006); Cooper et al. (2007); Andres-Lacueva et al.
(2008); Belscak et al. (2009); Elwers et al. (2009);
Aikpokpodion e Dongo (2010); Ortega et al. (2010);
Joli¢ et al. (2011); Kothe, Zimmermann e Galensa
(2013); loannone et al. (2015).

Epigalocatequina

Belscak et al. (2009); Elwers et al. (2009); Joli¢ et al.
(2011); loannone et al. (2015).

Galocatequina

Belscak et al. (2009); loannone et al. (2015).

Caempferol; caempferol-3-O-
glucosideo; caempferol-3-
Orutinoside; caempferol-7-O-
neohesperidoside

Sanchez-Rabaneda et al. (2003); Taeye et al. (2014).

Quercetina; quercetina3--

Flavonoides arabinosido; quercetina-3- Séanchez-Rabaneda et al. (2003); Stark, Bareuther e
glucosideo; quercetina-3- Hofmann (2005); Andres-Lacueva et al. (2008); Elwers
galactosideo; isoquercetina; et al. (2009).
quercetina-3-rutinosideo.

Naringenina; naringenina-7-0- Séanchez-Rabaneda et al. (2003); Stark, Bareuther e
glucosideo Hofmann (2005).
Luteolina; Iuteolma-f}-C—glucos[deo; Sanchez-Rabaneda et al. (2003); Stark, Bareuther e
luteolina-8-C-glucosideo; luteolina- Hofmann (2005)
7-O-glucosideo '
Apigenina; apigenina
gllcopl.rano.ade-zo; apigenina-7-0- Sanchez-Rabaneda et al. (2003); Stark, Bareuther e
glucosideo; apigenina-6-C- Hofmann (2005)
glucosideo; apigenina-8-C- '
glucosideo
Cianidina 3-0-B-D-galactoside; Niemenak et al. (2006); Elwers et al. (2009).
cianidina 3-0-a-L-arabinoside
Procianidina A2: (—)-epicatequina-  Taeye et al. (2014); Esatbeyoglu, Wray e Winterhalter
20-7,4B-8-(—)-epicatequina (2015).
Procianidina A3:(-)-Epicatequina-
48-(-)-epicatequina-4p-(-)- .
epicatequina-4B-(_)-epicatequina- Esatbeyoglu, Wray e Winterhalter (2015).
48-(-)-epicatequina
Procianidina B1: (—)-epicatequina- ~ Joli¢ et al. (2011); Kothe, Zimmermann e Galensa
4B-8-(+)-catequina (2013); Taeye et al. (2014).
. C e . Cooper et al. (2007) ; Bel3cak et al. (2009); Ortega et al.
Taninos Promamdmgf‘ B2.(_) epicatequina (2010); Joli¢ et al. (2011); Kothe, Zimmermann e
condensados 4p-8-(—)-epicatequina Galensa (2013); Taeye et al. (2014)
ou ¢ :

Procianidinas

Procianidina B5:(—)-epicatequina-
4B-6-(—)-epicatequina

Cooper et al. (2007); Kothe, Zimmermann e Galensa
(2013); Esatbeyoglu, Wray e Winterhalter (2015).

Procianidina C1: (—)-epicatequina-
4B-8-(—)-epicatequina-4p-8-(—)-
epicatequina

Stark, Bareuther e Hofmann (2005); Cooper et al.
(2007); Taeye et al. (2014); Esatbeyoglu, Wray e
Winterhalter (2015).

Procianidina D: (—)-epicatequina-4p-
8-(—)-epicatequina-4p-8-(—)-
epicatequina-4p-8-(—)-epicatequina

Cooper et al. (2007).

Procianidina P1-P10

Counet et al. (2004); Di Mattia et al. (2013); loannone et
al. (2015).

Acidos
Fendlicos

Ac. ferrulico; Ac. protocatecuico;
Ac. Siringico; Ac. vanilico; Ac.
propionico; Ac. galico; Ac. cafeico;
Ac. p-cumarico; Ac. clorogenico

Sanchez-Rabaneda et al. (2003); Bels¢ak et al. (2009);
Elwers et al. (2009).
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Estudos sugerem que, durante a fabricagdo de chocolates, ocorram reacdes de
epimerizacdo da (-)-epicatequina, a qual se transforma em (-)-catequina, composto néo
encontrado naturalmente nas sementes de cacau. Cooper et al. (2007) encontraram teores mais
altos de (-)-catequina em relacdo a (+)-catequina em 68 amostras comerciais de chocolate, o
que poderia afetar a biodisponibilidade dos flavandis dos produtos de cacau, uma vez que a
(-)-catequina apresenta menor biodisponibilidade que a (+)-catequina.

Entre os flavonois encontrados por Andres-Lacueva et al. (2008), a quercetina-3-
arabinosideo e isoquercetina foram os principais flavonois nos produtos de cacau em po,
variando de 2,10 a 40,33ug/g, e 3,97 a 42,74ug/g, respectivamente, seguido de quercetina-3-
glucuronideo (0,13 a 9,88ug/g) e quercetina aglicona (0,28 a 3,25ug/g).

As flavanonas sdo caracterizadas pela presenca de uma cadeia de trés carbonos
saturada e um atomo de oxigénio no carbono 4. Elas sdo geralmente glicosiladas por um
dissacarideo no carbono 7 (IGNAT, VOLF e POPA, 2011).

As antocianinas sdo pigmentos dissolvidos na seiva vacuolar dos tecidos epidérmicos
de flores e frutas e conferem cor rosa, vermelho, azul ou roxo (MAZZA e MANIATI, 1993).

Elas existem em diferentes formas quimicas, tanto coloridos e sem cor, de acordo com o pH.

3.3.2 Proantocianidinas

As procianidinas, uma classe especifica de proantocianidinas, sdo compostas
exclusivamente dos monémeros epicatequina e catequina. O peso molecular ou o tamanho de
um oligdbmero de procianidina é expresso de acordo com seu grau de polimerizacdo e sao
referidos como dimeros, trimeros, tetrdmeros, etc. (PORTER, 1988).

Procianidinas individuais que foram identificados no cacau incluem dimeros (B1,
B2, B4 e B5), trimeros (C1), tetrdmeros (Al), até decameros (TOMAS-BARBERAN,
BORGES e CORZIER, 2012).

3.3.3 Acidos fenélicos

Duas classes de acidos fenolicos podem ser distinguidas em fungéo da sua estrutura:
derivados do &cido benzoico e derivados de &cido cindmico. Eles consistem em um benzeno
ligado a um grupo carboxilico (4cidos benzdicos) ou a um &cido propendico (acidos
cindmicos). Ambas as estruturas podem ser encontradas com diferentes niveis de hidroxilagdo
(CLIFFORD, 2000).
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Nos alimentos, os &cidos hidroxicindmicos sdo mais comuns que 0s &cidos
hidroxibenzobicos e consistem principalmente de p-coumarico, caféico, ferdlico e sinapico
(MANACH et al., 2004). Os principais acidos hidroxibenzoicos sdo galico, elagico e
protocatecuico (LAFAY e GIL-1ZQUIERDO, 2008).

O estudo feito por Belscak et al. (2009) estabeleceu a presenca de &cido galico,
caféico e ferulico. O acido galico foi responsavel por quase metade da concentracdo total de
acido fenolico de diferentes produtos de cacau, seguida por &cido caféico, enquanto acido

feralico foi determinado em quantidades menores.

3.4 INFLUENCIA DO PRE-PROCESSAMENTO NA CONCENTRACAO DOS
COMPOSTOS FENOLICOS

3.4.1 Fermentacao

Durante a fermentacdo, com a morte do embrido, os compostos fendlicos entram em
contato com as enzimas polifenoloxidase (responsaveis pela oxidacdo dos compostos
fendlicos) e glicosidase (responsaveis pela hidrélise dos compostos fenolicos) presentes nas
sementes (BECKETT, 2009).

A etapa de fermentacdo das améndoas de cacau envolve algumas mudancas na
concentracdo e propor¢do de compostos fenolicos. Ocorre uma forte reducdo do teor total de
compostos fenolicos e a polimerizacdo de alguns constituintes principalmente (-)-epicatequina
com outra (-)-epicatequina ou com antocianidinas para formar taninos que possuem peso
molecular elevado (SHAHIDI e NACZK, 2003).

Niemenak et al. (2006) mostraram em seu estudo que o teor de compostos fendélicos
totais durante a fermentacdo nédo evoluiu de forma regular: em algumas amostras o teor de
compostos fendlicos totais aumentou em cerca de 25% apds 2 dias, em outras, houve uma
diminuicdo de 14% e 25%, enquanto que em outros casos, nao se alterou.

No trabalho realizado por Aikpokpodion e Dongo (2010), com fermentacdo de
améndoas de cacau, foi observado que a concentracdo inicial de catequina, 0,17mg/g, ndo
mudou durante a fermentagédo, enquanto que a concentracdo de epicatequina, inicialmente de
12mg/g, diminuiu de forma linear. Depois de seis dias de fermentacéo, 60% da concentracao
inicial de epicatequina foi perdido.

Além da catequina e epicatequina, em améndoas de cacau fermentadas, foram

detectados procianidinas diméricas B2 e B5 isoladas em uma coluna de fase reversa por
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Kdhler (2006) usando cromatografia em contracorrente de alta velocidade. Além disso,
procianidina trimérico C1, e o tetramero de (-)-epicatequina-43—8-(-)-epicatequina-4p—8-(-
)-epicatequina-43—8-(-)-epicatequina foram identificadas (ESATBEYOGLU, 2011).

No estudo feito por Santos (2013), em diferentes dias de fermentacdo, foi observado
que no 7° dia de fermentacdo as améndoas ja estavam bem fermentadas. Além disso, também
foi verificado que ao realizar a fermentacdo em caixas de madeira com altura de leito de 20,
30, 40, 50 e 60 cm, durante 7 dias, seguida por secagem a sombra e ao sol, verificou maior
quantidade de compostos fendlicos nas amostras fermentadas em leitos de 40 e 60 cm e menor
degradacéo desses compostos na secagem ao sol.

3.4.2 Secagem

Durante a secagem, os mondmeros das amostras secas ao sol mostraram uma
diminuicdo mais acentuada se comparado com as amostras secas artificialmente, mas o
conteddo final de procianidina era menor nas amostras secas artificialmente do que os
observados nos lote secos ao sol. Este resultado pode ser devido ao fato de que a secagem ao
sol inicialmente favoreceu as reagdes de condensacdo, mas, em seguida, a perda de umidade
reduziu a atividade enzimatica e dificultou a difusdo e migracdo de substratos e outros
compostos, limitando, qualquer degradacéo de procianidina (DI MATTIA et al., 2013).

Kyi et al. (2005), secaram améndoas de cacau em temperaturas que variaram de 40 a
60°C e umidade relativa de 50 a 80 %. Os resultados experimentais mostraram que quanto
maior a temperatura e umidade relativa do ar de secagem, menor a quantidade de compostos
fenolicos nas améndoas de cacau, por causa da oxidacdo enzimatica dos compostos fenolicos.
O uso de temperaturas de secagem mais elevadas também pode causar a oxidagdo nao
enzimatica de compostos fendlicos.

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

secagem artificial.
3.4.3 Torragao
As propriedades sensoriais de cacau torrados a 120°C durante 15, 25, 35 e 45 min e

contendo diferentes concentragbes de compostos fenolicos (58, 116, 143 e 170 g/kg) foram
estudadas por Misnawi, Jamilah, Nazamid (2004). Os resultados do estudo mostraram que a
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medida que aumentou a concentragdo de compostos fendlicos no cacau, houve diminui¢do no
aroma e aumento da viscosidade e adstringéncia. Estes resultados indicaram que 0s compostos
fenolicos do cacau causariam efeito negativo sobre as propriedades de sabor, entretanto os
compostos fenolicos sdo benéficos, pois atuam como conservante e antioxidante.

Stark Bareuther e Hofmann (2005) demonstraram que a epicatequina, catequina,
procianidina B2, B5 e C1, foram o0s principais compostos responsaveis por amargura e
adstringéncia do cacau torrado. Nas améndoas torradas nas temperaturas de 125, 135 e 145°C,
em diferentes tempos, foi verificado a diminui¢cdo na concentragcdo de procianidinas com o
aumento da temperatura (IOANNONE et al., 2015).

Caligiani, Cirlini e Palla (2007) verificaram que ap0s a torracdo das améndoas de
cacau a 150 e 220°C durante 20 min houve uma reducdo de 78% de (-)-epicatequina e um
aumento de 63% de (+)-catequina. Segundo alguns autores, durante o processo de torracdo
ocorrem modificagcBes na estrutura dos compostos fendlicos, como a epimerizacdo dos
monomeros flavanol. No estudo feito por Payne et al. (2010), foi observado que apo6s a
torracdo foi gerado quantidades significativas de (-)-catequina, provavelmente devido a
epimerizacdo de (-)-epicatequina.

Kothe, Zimmermann e Galensa (2013), utilizando temperaturas de torracdo de 100 a
160°C, durante 30 minutos, verificaram que quanto maior a temperatura utilizada no processo
de torracdo mais acelerado é a epimerizacdo e o perfil de flavanol é influenciado. Nesse
estudo observou-se que a temperatura deve ser mantida abaixo de 140°C, a fim de preservar a

maioria da concentracao inicial em flavanois.

3.5 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os métodos espectrofotométricos fornecem informacbes qualitativas e quantitativas;
na verdade, a espectroscopia € a principal técnica utilizada para a quantificacdo de diferentes
classes de compostos fenolicos. Entretanto, a principal desvantagem dos ensaios
espectrofotométricos é que eles s6 ddo uma estimativa do contetdo fendlico total, ndo se
separa € nem da medicdo quantitativa de compostos individuais (IGNAT, VOLF e POPA,
2011).

Uma das técnicas utilizada para analisar compostos fenélicos de extratos de cacau de
multicomponentes ou uma fracéo especifica € a cromatografia liquida de alta pressao em fase
reversa (RP-HPLC), utilizando fase estacionaria: C8 (SRDJENOVIC et al., 2008), C12
(PEREIRA-CARO et al., 2013) e C18 (QUINONES et al., 2011).
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O método por HPLC ¢é utilizado para analise de compostos fendlicos, devido a sua
versatilidade, precisdo e custo relativamente baixo. Na maioria das vezes € utilizado um
sistema binario de solventes contendo agua acidificada e um solvente organico polar (metanol
ou acetonitrila). Muitas vezes é utilizado em combinacdo com fluorescéncia ou espectrometria
de massa (NACZK e SHAHIDI, 2004).

De acordo com dados da literatura (LIU et al., 2006 e PAREJO et al., 2004), a adicdo
da fase modvel &cida permite uma melhor separacdo de compostos fenolicos, pois reduz a
ionizagdo dos grupos hidroxil e carboxil. No estudo de Bels¢ak (2009) ao usar metanol e
acido férmico como sistema de solvente, foram determinados compostos flavanol, &cidos
fendlicos e metilxantinas.

Existe certa dificuldade de isolar e analisar os compostos fendlicos individuais
presentes no cacau devido a falta de padrbes comerciais da maioria das procianidinas
(ORTEGA et al., 2008).

Ortega et al. (2010), desenvolveram um método utilizando espectrometria de massa
(MS) com Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC-MS) para identificar e
quantificar as procianidinas, mondmeros, oligbmeros e alcaloides, teobromina e cafeina, em
amostras de cacau. Este método foi comparado com um método de HPLC-MS em termos de
velocidade, sensibilidade, seletividade, eficiéncia, linearidade, reprodutibilidade, limites de
deteccdo e limites de quantificacdo. Os resultados obtidos mostraram que a metodologia
UPLC-MS permite determinar procianidinas até monémeros em niveis de baixa concentracéo
em um tempo de analise curto, ou seja, menos do que 12,5 min.

As metodologias analiticas aplicadas para purificar e isolar compostos bioativos do
cacau envolvem pré-tratamento trabalhoso (STARK e HOFMANN, 2005). Para eliminar esta
interferéncia cromatografica em produtos derivados de cacau, licores e chocolate escuros,
Robbins et al., (2009) utilizaram cartucho de extracdo em fase sélida (solid phase extraction -
SPE). A utilizacdo do cartucho SPE ndo afetou a concentracdo de flavanol e procianidina

presentes na amostra.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLHEITA E PRE-PROCESSAMENTO DO CACAU

Os frutos de cacau utilizados neste trabalho foram da variedade Forasteiro
provenientes dos municipios paraenses de Tomé-Acu, Medicilandia e Placas, colhidos na
safra do ano de 2014 (agosto-setembro).

A Figura 2 apresenta as principais etapas do pré-processamento do cacau. Foram
realizadas as etapas de fermentacdo e secagem (in loco) e torracdo (laboratério da

Universidade Federal do Pard).

Colheita

1

Quebra dos frutos

-

Fermentacio

.

Secagem

.

Torracao

Figura 2. Etapas do processamento do cacau.

4.1.1 Colheita e quebra dos frutos

Os frutos maduros foram colhidos manualmente com auxilio de um facdo. Apds a
colheita, os frutos foram colocados em montes, no mesmo local da colheita, e armazenados
nesses locais até a sua quebra. Os frutos foram quebrados 48h apds a colheita nos municipios
de Mediciléndia e Placas, e em Tomeé-Acgu no mesmo dia e ap6s 48h da colheita.

Para a obtencéo das sementes, os frutos foram quebrados manualmente com o auxilio
de um facdo apropriado. As sementes foram colocadas em recipientes e transportadas até o

local de fermentacao.
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4.1.2 Processos de fermentacéo e secagem das sementes

As condicOes de fermentacdo e secagem realizadas nos municipios de Tomé-Acu,
Medicilandia e Placas encontram-se na Tabela 4, sendo que no municipio de Tomé-Agu essas
etapas foram repetidas em trés periodos diferentes (triplicata real).

Tabela 4. Condicbes de fermentacao e secagem das améndoas de cacau realizadas nos municipios de
Tomé-Acu, Medicilandia e Placas.

Altura do Quebra d?s Tempo de
C ) frutos apos X o1 Secagem **
Municipio leito de ) fermentacdo (dia)
fermentacao a colheita
¢ 48h [ Oh | O 2 4 7 Barcaca Lona

60 cm* v v | V| /| v v
Tomé-Acu 60 cm* v v v

40 cm* v AN AN A B4 v
Medicilandia 60 cm v AN AN A B4 v
Placas 60 cm v AR AN AN 4 v

*processo realizado em triplicata.
**As secagens realizadas no municipio de Tome-Agu foram feitas para todos os dias de fermentacéo
enguanto que para Medicilandia e Placas apenas para o 7° dia de fermentacao.

As condicdes estudadas no processo de fermentacdo das sementes de cacau, no
municipio de Tomé-acu, foram baseadas nas condicdes estudadas e parcialmente otimizadas
por Santos (2013). A fermentacdo foi realizada em caixas de madeira com altura de leito de
40 cm e 60 cm utilizando sementes de cacau provenientes de frutos quebrados 48h apds a
colheita (amostras foram coletadas antes de iniciar a fermentacéo, dia 0, e nos dias 2, 4 e 7 de
fermentacdo) e altura de leito de 60 cm com frutos colhidos e quebrados no mesmo dia
(amostras foram coletadas somente no dia 7 de fermentacéo).

Nos municipios de Medicilandia e Placas a fermentagdo foi feita em caixas de
madeira e cesto de cip6 (plantas trepadeiras), respectivamente, com altura de leito de 60 cm.
A fermentacdo foi realizada durante 7 dias com coleta das amostras antes da fermentacédo (dia
0) e nos dias 2, 4, e 7 de fermentacao.

Para o processo de fermentagdo, realizado nos trés municipios, as améndoas foram
cobertas com folhas de bananeira e feito o revolvimento da massa nos dias 2, 3, 4,5,6 e 7
apos o inicio da fermentacdo. ApoOs a coleta as amostras foram armazenadas em sacos

plasticos e mantidas congeladas a -18°C.



30

Nos trés municipios a secagem foi realizada ao sol. Nos municipios de Medicilandia
e Placas a secagem foi feita em barcaca e lona, respectivamente. Enquanto que, no municipio
de Tomé-Acu a secagem foi realizada em lona e barcaca. No final de cada dia de secagem as
améndoas eram cobertas e no dia seguinte era realizado o revolvimento das améndoas antes

de iniciar a secagem.

4.1.3 Torragao

As améndoas de cacau foram torradas de acordo com a planificacdo apresentada na

Figura 3. O ponto de torracdo de 130°C e 45 minutos foi realizado em triplicata.

160 -

g 130 | * @
F

110 - * * *

100 T T \ T \ T T !
25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tempo (minutos)

Figura 3. Condic6es de tempo e temperatura utilizados no processo de torragdo, o ponto em destaque

foi realizado em triplicata.

Entre as diferentes condicBes estudadas foi utilizada apenas uma para verificar o
efeito do tempo e temperatura de torracdo na concentracdo dos compostos fendlicos.

Aproximadamente 80g de améndoas de cacau fermentadas em leito de 40 cm durante
7 dias e secas em barcaca, no municipio de Tomé-Acu, foram adicionadas em bandejas de
aluminio e colocadas em estufa (marca Quimis), aquecida na temperatura desejada.

A temperatura da estufa diminuiu em aproximadamente 15 °C e era estabilizada ap6s
aproximadamente 4 minutos. Ap0s 0 processo de torracdo, as améndoas eram retiradas da

estufa e mantidas em dessecador até atingir a temperatura ambiente, aproximadamente 25 °C.
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4.2 CARACTERIZACAO DAS AMENDOAS

4.2.1 Teste de corte das améndoas secas

O teste de corte foi realizado de acordo com Brasil (2008b). Cem améndoas foram
cortadas de forma transversal para a avaliacdo da cor (marrom, intermediaria, violeta) e a

compartimentacdo dos cotilédones (sucos formados durante a fermentacao).

4.2.2 Determinacéo da umidade

O teor de umidade foi determinado em estufa com circulacéo de ar a 105°C, por 24h,
de acordo com o método 931.04 (AOAC, 1997).

4.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS (NIBS)

Para a obtencdo do nibs, as améndoas de cacau, fermentadas, secas e torradas,
passaram pelo processo de descascamento e retirada do gérmen. Em seguida os nibs eram

trituradas em liquidificador e armazenadas a -18 °C.

4.4 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO PARA DETERMINACAO DOS COMPOSTOS
FENOLICOS E DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A extracdo dos compostos fendlicos foi feita de acordo com a metodologia proposta
por Counet e Collin (2003), com algumas modificacdes. Foi utilizado 10 g de nibs em 50 mL
de solucdo extratora, acetona, dgua e &cido acético (70:29,5:0,5 v/v). A amostra, em solucéo,
foi colocada sob agitacdo durante 1 hora, a 25°C. Em seguida foi filtrado em papel whatman e
sobre o residuo solido foi feito novamente uma extracdo. Esse processo foi repetido por 3

vezes e foi misturado as solucdes obtidas das trés extracoes.
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45 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Método de Folin-Ciocalteu (FC)

Os compostos fenolicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON e ROSSI, 1965), o qual é baseado na reatividade comum dos polifendis
quando colocados em contato com os acidos fosfomolibdico e fosfotungstico durante 30
minutos. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotémetro UV/Visivel a 735 nm. O
resultado foi expresso em miligramas de equivalentes em Catequina por grama de nibs seco
(mgEC/gNS).

4.5.2 Meétodo 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

A capacidade antioxidante pelo método DPPH foi feito de acordo com a metodologia
descrita por Fernandez-Pachon et al. (2006).

A atividade de sequestro do radical de cada amostra é calculada de acordo com a
porcentagem de inibi¢cdo do radical DPPH. O valor DPPH foi calculado de acordo com a

Equacdo 1 e expresso em pmol de equivalente trolox por grama de nibs seco (umolET/gNS).

%pInibicao
DPPH(umolET) = — — x diluicdo (1)
coeficiente de regressio

4.5.3 Meétodo Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

O ORAC se baseia na reatividade do substrato oxidavel, fluoresceina, com radicais
peroxil produzidos pela decomposi¢do térmica (37°C) do AAPH (2,2’-azinobis (-
amidinopropano) dihidrocloreto) em fase aquosa. A diminuic¢éo induzida na fluorescéncia do
substrato pela decomposicdo do AAPH é medida na presenca e na auséncia da amostra
antioxidante no decorrer do tempo (PRIOR et al., 2003). Os resultados serdo expressos em
umol de equivalente trolox por grama de nibs seco (UmolET/gNS).

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método ORAC foi baseada no
protocolo proposto por Huang et al. (2002).
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4.6 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR
HPLC/DAD

4.6.1 Extracao em fase solida

Foi realizado um “clean up” no extrato bruto em cartucho SPE (Phenomenex, Strata
C18-E, 55um, 70A, 500 mg/3 mL). Para a ativacdo do cartucho, foi eluido 2 mL de metanol e
2 mL de agua.

Um volume de 4 mL de extrato bruto foi concentrado, em um CENTRIVAP
(LABCONCO-78100) a 40 °C, até a evaporacdo total dos solventes, em seguida foi
adicionado 2 mL de agua.

A amostra foi solubilizada em banho ultrassom, soni-tech ultrasonic
clearning/Bransonic-2510, e adicionada no cartucho SPE. Apds a eluicdo da &agua foi
adicionado 2 mL de metanol:agua (6:4) para a recuperacdo dos analitos de interesse. O
recuperado foi aferido com agua para um volume de 4 mL. A amostra em, aproximadamente,

30% de metanol foi armazenada a -18 °C para posterior analise em HPLC.
4.6.2 Sistema cromatografico (HPLC/DAD)

A identificagdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foram feitos utilizando
equipamento HPLC, Thermo Scientific série Ultimate 3000 (United States), equipado com
bomba quartenaria (LPG-3400RS), injetor manual, detector DAD (DAD-3000), software de
dados (Chromeleon 7.1 SR2) e célula de fluxo (Standard Analytical). A coluna utilizada foi a
Kinetex 2,61 C18 100 x 4,60 mm (Phenomenex).

Os reagentes utilizados foram de grau HPLC e a agua ultrapura obtida pelo sistema
MilliQ (Direct-Q®3). A fase mével consistia de 4gua (solvente A) e acetonitrila (solvente B)
acidificados com 2,5% de acido acético, filtrados em membrana tipo nylon 0,22 um, Allcron.

Os padrdes utilizados foram (+)-catequina, (-)-epicatequina, quercetina-3-glicosideo,
dihidrocaempferol e procianidina B2, todos grau HPLC, obtidos da Sigma-Aldrich.

O método foi baseado ao utilizado por Joli¢ et al. (2011). Apds a extracdo e limpeza
das amostras em coluna SPE, as amostras foram filtradas através de unidades filtrantes PVDE,
0,45um. O gradiente de elui¢do foi: 0-18 min 5% B; 18-25 min 25% B; 25-27min 95% B; 27-
27,5 min 95% B; 27,5-32 min 5% B. Foi utilizado um fluxo de 1ImL/min. O volume de
injecdo da amostra foi 20 pL e a temperatura da coluna foi mantida a 35 °C.
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A deteccdo foi realizada na faixa de 280 a 515 nm. Os cromatogramas foram
analisados a 280 e 350 nm. A identificacdo dos compostos fendlicos foi feita através da
comparacdo dos espectros, coeluicdo e tempo de retencdo dos picos das amostras de cacau
com os tempos de retencdo e espectros de padrGes de compostos fendlicos, os resultados
foram expressos em miligramas por grama de nibs seco (mg/gNS).

As amostras foram quantificadas baseado na concentracdo da area do pico calculado
em relacdo a curva de calibracdo. A curva de calibracéo foi feita diluindo as solucdes padréo

em metanol 30% em concentragdes variando de 1 a 100 pg/mL.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey para determinacdo da
diferenca entre as médias, a nivel de significAncia de 95%. Também foi verificada a
correlacdo de Pearson entre a capacidade antioxidante e os compostos fendlicos, para p <
0,05. A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para avaliar a influéncia das
variaveis tempo e temperatura na concentracdo dos compostos fendlicos apds a torracdo das
améndoas. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
STATISTIC 7.0,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 EVOLUCAO DA FERMENTACAO E SECAGEM EM FUNCAO DO TEMPO E DA
ALTURA DO LEITO DE FERMENTAGAO

Para verificar a influéncia da altura do leito de fermentacdo na qualidade das
améndoas foram utilizados leitos de 40 e 60 cm de altura, obtidas no municipio de Tomé-Acu,
e foi observado que apo6s a secagem em barcaca as améndoas apresentaram teor de umidade
entre 5,59-6,37 e 5,71-8,03%, respectivamente, valores dentro do exigido pela legislacdo de
8% (BRASIL, 2008a).

Efraim (2010), utilizando secagem natural, ao sol, obteve améndoas com teor de
umidade de 6;10; 6,38; e 6,29%, para améndoas ndo fermentadas, fermentadas durante 3 e 7
dias, respectivamente. No processo de secagem realizado por Krahmer et al. (2015) e
Nazaruddin et al. (2006) o teor de umidade foi reduzido para aproximadamente 7%, para que
as améndoas sejam mais estaveis ao armazenamento.

Em relacdo ao teste de corte, Figura 4 (a e b), é possivel observar que a partir de 4
dias de fermentacdo as améndoas apresentaram caracteristicas de boa fermentagdo, com mais
de 60% das améndoas com coloragdo marrom e foi observado boa compartimentacdo dos

cotilédones, apresentou comportamento similar entre as alturas de leito.
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Figura 4. Determinacdo da coloracdo e grau de compartimentacédo, através do teste de corte, apos a
secagem das améndoas de cacau submetidas a diferentes dias de fermentacgdo e alturas de leito de a) 60
cmeb) 40 cm.

Para um mesmo tempo de fermentacdo ndo houve diferenca, em relagéo ao grau de

fermentagdo das améndoas de cacau, entre as diferentes alturas de leito de fermentacéo.
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No estudo feito por Suazo, Davidov-Pardo e Arozarena (2014), com améndoas
fermentadas durante 7 dias e secas ao sol até atingir umidade de aproximadamente 6%, foi
observado que 31,5% de sementes ndo fermentadas e 1,5% das améndoas que passaram pelo
processo de fermentagéo apresentaram coloragéo violeta.

Em relacdo a concentragdo dos compostos fendlicos, apresentadas na Tabela 5, ndo
foi observado diferenca significativa durante a fermentacdo e para as diferentes alturas de
leito. Santos (2013) também observou que as alturas de leito de 40 e 60 cm ndo apresentaram
diferenca significativa na concentracdo de compostos fenolicos.

Kréhmer et al. (2015), ao estudar amostras fermentadas em diferentes dias (0, 2, 4, 6,
8, 10 dias) verificaram um decréscimo de (-)-epicatequina durante a fermentacdo. Esse
resultado € diferente ao encontrado em nossos estudos onde foi verificado que o tempo de
fermentacdo nédo influenciou na concentracéo de (-)-epicatequina.

Carrillo, Londofio-Londofio e Gil (2014) observaram em améndoas de cacau
fermentadas e secas que a (-)-epicatequina apresentou concentracao variando de 1,405+0,080
a 3,787+0,070 mg/g de amostra seca e as concentracdes de (+)-catequina foram entre
0,226+0,006 a 1,297+0,031 mg/g de amostra seca.

Em relacdo a capacidade antioxidante é possivel observar na Tabela 5 que ndo houve
diferenca significativa para os diferentes dias de fermentacdo e para as diferentes alturas de
leito em relacdo aos diferentes métodos utilizados, FC, DPPH e ORAC.

Entretanto em alguns estudos foi observado diminui¢do da capacidade antioxidante
durante a fermentacdo. No estudo de Aikpokpodion e Dongo (2010) foi verificado que apds 1,
2, 3, 4,5 e 6 dias de fermentacdo houve diminuicdo pelo método FC de 15,5, 12,9, 10,7, 8,2,
7,6 e 6,01%, respectivamente, e utilizando o método DPPH houve decréscimo de 96, 93, 91,
88, 84, e 79%, respectivamente. A capacidade antioxidante, determinada pelo método ORAC,
de améndoas de cacau fermentadas e secas encontrada por Joli¢ et al. (2011) foi de
281,71+36,7 umolET/g de amostra.

O estudo feito por Othman et al. (2007), sugere que a alta capacidade antioxidante
ndo poderia ser exclusivamente devido aos compostos fendlicos presentes nos extratos de
cacau. Outros compostos soliveis em metanol como metilxantinas (teobromina e cafeina)

podem influenciar na capacidade antioxidante dos extratos das améndoas de cacau.
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Tabela 5. Avaliacdo da concentragdo dos compostos fendlicos (mg/gNS) e capacidade antioxidante, FC (mgEC/gNS), DPPH ¢ ORAC (umolET/gNS), das

améndoas de cacau submetidas a diferentes dias de fermentacdo em leitos de altura de 60 cm e 40 cm.

Altura do ~ , - .
. Fermentacéo Pré- i . ()- Procianidina Quercetina-3- (+)-
Ei:;(; (dias) processamento (+)-Catequina Epicatequina B2 glicosideo  Dihidrocaempferol FC DPPH ORAC
Fermentacdo  0,026+0,002°  0,03+0,02°  0,015+0,007° 0,022+0,002°  0,273+0,016 16,3+55%"  194,1+28,8°  151,4+37,9°
0
Secagem 0,227+0,068° 8,58+2,12°  2,27+1,15* 0,094+0,013°  0,621+0,071*  58,8+7,1% 460,1+147,4* 950,3+90,5°
Fermentacdo  0,025+0,001°  0,06+0,04° 0,092+0,071° 0,047+0,02*  0,416+0,168 29+4 8% 184 5+336" 314,4+90,8 °*
2
Secagem  0,180+0,047® 6,27+0,39™  1,84+0,43® 0,08+0,003"  0,603+0,001% 53+ 6,6°  327+90,1% 782,5+165,1*
60
Fermentacdo  0,031+0,010°  0,55+0,32°  0,56+0,415® 0,055+0,01*  0,451+0,137° 36455 270+16,2 392,7+75,3*
4
Secagem 0,137+0,04%  4,64+2 47  149+0,49® 0,07+0,034%°  0,545+0,256%  48+12,4*%* 3156+128% 545 9+113"
Fermentacdo  0,016+0,014° 0,22+0,01°  0,39+0,15® 0,04+0,005™  0,378+0,034 28,2+8%""  210,18+32,6° 281,9+30,6®
.
Secagem  0,090+0,013® 1,71+0,36*  0,85+0,211*" 0,04+0,007*  0,360+0,054°  33+8,8°*" 232447599 37464254
Fermentacdo  0,024+0,007°  0,05+0,02°  0,026+0,01° 0,029+0,004  0,313+0,019° 10,6+ 1,6"  157,7+4254%  322,6+246°°
0
Secagem 0,224+0,051° 8,92+1,84®  2,19+0,95® 0,101+0,024°  0,714+0,232° 62,4+3,9%  490,7492,1%  943,4+139,7°
Fermentacdo  0,113+0,140° 3,33+524*  1,04+1,46® 0,090+0,027®  0,705+0,126°  22,4+95""  1964+254" 282,7+180,5%
2
Secagem  0,098+0,108% 3,40+4,84®°  0,93+1,20® 0,054+0,04"  0,440+0,258°  56,4+7,3"° 446,1+61,2™ 776,4+126,1%
40
Fermentacdo  0,028+0,008°  0,55+0,43°  0,49+0,053® 0,071+0,02®°  0,587+0,162°  35+6,8°M" 274 4+26% 394 8+94 8°*
4
Secagem  0,106+0,039® 3,30+1,02®  1,16+0,49® 0,06+0,015"°  0,445+0,117° A7+7,2°¢% 205 3+49%  640,9+44,8%°
Fermentacdo  0,028+0,011°  0,19+0,17°  0,38+0,28® 0,06+0,049%™  0,585+0,439°  23,7+9,2°" 218 3+43,7 313,2+1,8°*
.
Secagem  0,094+0,019% 255+0,52®°  0,87+0,16® 0,052+0,01®  0,394+0,097° 42412 260,5+24 4 519 2+351°

mg/gNS - miligramas por grama de nibs seco; mgEC/gNS - miligramas de Equivalentes em Catequina por grama de Nibs Seco; umolET/gNS - umol de
equivalente trolox por grama de nibs seco (umolET/gNS).

Valores de uma mesma coluna com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia).



38

5.2 COMPARACAO ENTRE A SECAGEM EM LONA E BARCACA NA QUALIDADE
DAS AMENDOAS DE CACAU

A secagem € responsavel pela eliminacdo do excesso de agua das améndoas
fermentadas a qual é reduzida para 6 a 8 % de umidade. Durante a secagem ocorre a
continuidade das mudancas quimicas das améndoas iniciadas durante a fermentagéo: reducéo
da acidez, menos adstringéncia e potencializacdo da liberacdo dos componentes responsaveis
pelo sabor e aroma caracteristico do chocolate (NIELSEN, CRAFACK e JAKOBSEN, 2013;
CEPLAC, 2011a).

Em nosso estudo, as améndoas fermentadas em leito de 60 cm apresentaram apos a
secagem em lona e barcaca umidade entre 7,03-8,72% e 5,71-8,04%, respectivamente.

Em relacdo ao teste de corte é possivel observar na Figura 5, a e b, que para um
mesmo dia de fermentacdo as améndoas ndo apresentaram diferenca sendo observado um
aumento da coloragdo marrom e do grau de compartimentacdo a partir do quarto dia de

fermentacéo tanto para a secagem em lona como para a secagem em barcaca.
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Figura 5. Determinacdo da coloracdo e grau de compartimentacdo, através do teste de corte, das
améndoas de cacau submetidas a diferentes dias de fermentacéo secas em a) barcaca e b) lona.

Na Tabela 6, é possivel observar que a concentracdo de procianidina B2, (-)-
epicatequina, quercetina-3-glicosideo e (+)-dihidrocaempferol ndo teve diferenca significativa
em relacdo aos diferentes tipos de secagem, lona e barcaga, nos diferentes dias de
fermentacao.

Somente a (+)-catequina apresentou maior concentragdo nas sementes néo
fermentadas secas na barcaca em relagdo as sementes ndo fermentadas seca na lona. Nas

demais condigGes do processo néo teve diferenca significativa.



39

Tabela 6. Avaliacdo da concentragdo dos compostos fendlicos (mg/gNS) e capacidade antioxidante, FC (mgEC/gNS), DPPH ¢ ORAC (umolET/gNS), das
améndoas de cacau ap0s a secagem em barcaca e lona.

ferm?alnat?:lgéo Secagem  (+)-Catequina Epica(l';z:;quina PrOCIggldlna ggﬁrccc?st;gst_) Dihidro(cJ;Za_mpferol FC DPPH ORAC
. Barcaga 0,227+0,068" 8,58+2,12% 2,27+1,15° 0,094+0,013*  0,621+0,071° 58,8 +7,1°  460,1+147,4° 950,3+90,5°
Lona  0,101£0,03" 3,66+0,82% 1,07+0,31% 0,068+0,023°  0,469+0,191°  51,6+13,2" 360,9+156,6°  599,3+26,4™
, Barcaca 0,180+0,047% 6,27+0,39® 1,84+0,43" 0,082+0,003°  0,603+0,001° 53,5+ 6,6  327,4#90,1*  782,5+165,2®
Lona  0,092+0,025° 3,84+1,26™ 0,86+0,28" 0,078+0,011°  0,605+0,110° 49,0461  3752+1237°  673,1+118,9"
A Barcaga 0,137+0,044® 4,64+2,47" 1,48x0,49° 0,075+0,034°  0,545#0,256°  48,3+12,4®  315,6+128,1°  5459+112,8™
Lona  0,100+0,017° 4,22+1,01® 1,36+0,34* 0,072+0,018"  0,551%0,162° 51,245,6®  301,9+77,2° 621,7+35,3°
, Barcaga 0,090+0,013" 1,71#0,36° 0,85x0,21° 0,043+0,007°  0,360+0,054° 33,248,8®°  232,3%75,9° 374,6+25,4%
Lona  0,098+0,052° 3,61+2,99®° 1,09+0,52° 0,066+0,028°  0,477+0,114° 30,9+7,6°  209,9+36,1° 349,7+32,6°

mg/gNS - miligramas por grama de nibs seco; mgEC/gNS - miligramas de Equivalentes em Catequina por grama de Nibs Seco; pumolET/gNS - pumol de
equivalente trolox por grama de nibs seco (umolET/gNS).
Valores de uma mesma coluna com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia).
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No estudo de Hii et al. (2009b) com améndoas secas ao sol, em estufa a 60, 70 e 80
°C e liofilizadas, verificaram que os valores obtidos variaram entre 3,06-8,08 mg/g e 0,00-
0,35 mg/g para a concentracdo de (-)-epicatequina e (+)-catequina, respectivamente. A (+)-
catequina estava presente em quantidades menores, uma vez que este composto é mais
degradado pela enzima durante a reacdo de escurecimento. Nao houve diferenca significativa
na concentracdo de (-)-epicatequina entre as diferentes condi¢Ges de secagem estudadas, no
entanto, as condicdes de secagem ao sol e em estufa a 80°C apresentaram diferenca
significativa, para a concentracdo de (+)-catequina, sendo que a secagem em estufa a 80°C
apresentou maior concentragéo.

Na Tabela 6 também é observado que ndo houve diferenca significativa na
capacidade antioxidante determinadas pelo método FC e DPPH nas diferentes condicdes de
secagem. No entanto a capacidade antioxidante determinada pelo método ORAC foi
observado diferenca significativa para as sementes ndo fermentadas sendo que a secagem
realizada em barcaga apresentou maior valor ORAC.

Hii et al. (2009b), utilizando améndoas fermentadas durante 5 dias, verificaram que
depois do processo de secagem ao sol e em estufa a 60, 70 e 80°C (nos tempos de secagem de
75 h, 52 h, 34 h e 30 h, respectivamente) elas apresentaram através do método FC,
61,81+2,43, 77,20+13,30, 82,68+3,42 e 71,42+0,48 mg equivalentes de &cido galico/g,
respectivamente.

Carrillo, Londofio-Londofio e Gil (2014) ao estudarem améndoas de cacau, secas ao
sol, verificaram que a capacidade antioxidante, determinada pelo método ORAC, variou de
387,29+10,84 a 639,51+73,84 umolET/g.

5.3 VARIACAO DO TEMPO E TEMPERATURA DE TORRACAO

A Tabela 7 apresenta os resultados da concentracdo dos compostos fendlicos das
améndoas fermentadas, durante 7 dias, em leito de 40 cm e secas em barcaca, obtidas no
municipio de Tomé-Acu, ap0ds a variacdo do tempo e temperatura de torracdo das améndoas.

O aumento do tempo e temperatura de torracdo das améndoas ocasionou diminuigédo
da umidade. Segundo Krysiak, Adamski e Zyzelewicz (2013) e Sacchetti et al. (2016) a
umidade para améndoas torradas deve ser de aproximadamente 2% para facilitar os processos
de moagem e extracdo de gordura das améndoas. Logo, as améndoas torradas nas
temperaturas 130 e 150°C nos tempos de 45 e 30 minutos, respectivamente, apresentaram

umidades relacionadas a um bom processo de torragao.
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Tabela 7. Avaliacdo da concentracdo dos compostos fendlicos (mg/gNS) das améndoas de cacau
submetidas a diferentes tempos e temperatura de torracao.

Torracdo

Umidade (+)- (-)- Procianidina  Quercetina-3- (+)-
T (°C) Ir‘i]rinnp;) (%) Catequina  Epicatequina B2 glicosideo  Dihidrocaempferol
- 0 6,62 0,077 2,066 0,693 0,045 0,324
110 30 5,30 0,199 1,955 0,918 0,048 0,412
110 45 4,46 0,230 1,870 0,887 0,050 0,400
110 60 3,99 0,235 1,327 0,637 0,042 0,357
130 30 3,13 0,195 1,349 0,715 0,042 0,309
130 45 2,34+0,3 0,283+0,01 1,391+0,01 0,622+0,2 0,042+0,001 0,305+0,005
150 30 2,20 0,488 1,341 0,494 0,041 0,253

mg/gNS - miligramas por grama de nibs seco

Para uma mesma temperatura, observa-se que o0 aumento do tempo de torracdo ndo
variou a concentragdo dos compostos (+)-dihidrocaempferol e quercetina-3-glicosideo. A (-)-
epicatequina e procianidina B2 apresentaram diminuigdo em sua concentracdo e houve
aumento na concentracdo de (+)-catequina.

Com o aumento da temperatura, para o tempo de torracdo de 30 minutos, diminuiu a
concentracéo de procianidina B2 e de (+)-dihidrocaempferol. No entanto a concentracéo de (-
)-epicatequina e quercetina-3-glicosideo ndo variou, nessas mesmas condi¢des. Nas
temperaturas de 110 e 130°C ndo houve variacdo da concentracdo de (+)-catequina, entretanto
na temperatura de 150 °C aumentou sua concentracao.

No estudo feito por loannone et al. (2015), ao utilizar temperaturas 125, 135 e 145°C
de torragdo nos tempos de 5 a 74 minutos, foi verificado que o aumento do tempo de torragédo
ocasionou a diminui¢do da concentracdo de (+)-catequina e (-)-epicatequina.

Kothe, Zimmermann e Galensa (2013) verificaram em seu estudo que apés o
processo de torracdo das améndoas de cacau a 100, 120, 140, 150, e 160 °C, durante 30
minutos, a concentracdo de (-)-epicatequina, (+)-catequina e procianidina B2 variaram entre
0,97-4,82, 0,07-0,26 e 0,43-2,03 mg/g, respectivamente. A concentracao de (-)-epicatequina
diminuiu enquanto que a concentracdo de (+)-catequina comportou de maneira oposta. As
améndoas ndo torradas apresentaram 4,82 mg/g de (-)-epicatequina e 0,26 mg/g de (+)-
catequina. Na torracdo a 160 °C houve perda de 68% da concentracdo inicial de (-)-
epicatequina engquanto que a concentragdo de (+)-catequina aumentou para 240%. Para
procianidina B2 apenas 32% da concentracdo inicial permaneceu apos a torragdo a 160 °C. De
acordo os resultados desse estudo foram observados que a temperatura de torracdo deve ser

mantida abaixo de 140 °C para obter produtos de cacau com baixo grau de epimerizacgéo.
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Hurst et al. (2011) utilizando améndoas de cacau torradas a 163 °C, variando o
tempo de torragcdo, observaram que o tempo de torracdo de 25 minutos ndo apresentou
diminuicdo de (-)-epicatequina e (+)-catequina, enquanto houve aumento a concentracéo de (-
)-catequina devido a reagdo epimerizacao.

Através dos graficos de superficie de resposta foi observado que a concentragdo de
(+)-catequina, Figura 6a, aumentou de acordo com o0 aumento da temperatura enquanto o
aumento do tempo e temperatura de torracdo provocaram a diminuicao da concentragdo de (-
)-epicatequina, Figura 6b. Os compostos procianidina B2, quercetina-3-glicosideo e (+)-
dihidrocaempferol apresentaram comportamento semelhante ao da (-)-epicatequina.

Esses resultados indicam que o aumento do tempo e da temperaturas de torracéo
influenciam de forma negativa na concentracdo dos compostos fendlicos, pois irdo aumentar a
concentracdo da (+)-catequina, podendo ser resultado do processo de epimerizacdo, e a
degradacéo dos demais compostos fenolicos.

O grafico de Pareto apresentado na Figura 7a indica que apenas a varavel temperatura
apresentou efeito significativo (p < 0,05) na concentracdo da (+)-catequina. Esse efeito
ocorreu de forma positiva indicando que o aumento da temperatura de torragdo aumentou a
concentragéo de (+)-catequina.

Na Figura 7 é possivel observar que o tempo e temperatura apresentam valores
negativos devido exercerem efeito negativo nas concentracdes dos compostos (-)-
epicatequina, quercetina-3-glicosideo, procianidina B2 e (+)-dihidrocaempferol, pois com o
aumento do tempo e temperatura ocorre a diminui¢do na concentracdo desses compostos.

As variaveis tempo e temperatura linear e temperatura quadratica apresentaram efeito
significativo (p < 0,05) na concentracdo de (-)-epicatequina, Figura 7b. Enquanto que o tempo
e a temperatura linear exercem efeito significativo (p < 0,05) na concentracdo da procianidina
B2, Figura 7d e (+)-dihidrocaempferol. Para a quercetina-3-glicosideo apenas a temperatura
linear apresentou efeito significativo (p < 0,05), Figura 7c.

A partir dos resultados € possivel observar que a temperatura de torracdo exerceu

maior influencia na concentracdo dos compostos fendlicos.
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Figura 6. Influéncia do tempo e temperatura na concentracdo dos compostos fendlicos: a) (+)-
catequina; b) (-)-epicatequina.
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5.4 INFLUENCIA DOS DIFERENTES TEMPOS DE ARMAZENAMENTO DOS
FRUTOS ANTES DA QUEBRA NA QUALIDADE DAS AMENDOAS

Para avaliar o impacto do tempo de armazenamento dos frutos antes da sua quebra
foi fixada a fermentacdo com altura de leito de 60 cm durante 7 dias e secos sem barcaga, no
municipio de Tomé Acu. Foi verificado que apds a secagem das améndoas obtidas de frutos
quebrados 48h apds a colheita e no mesmo dia da colheita apresentaram umidade de 6,65% e
6,91%, respectivamente.

Apos a fermentacdo e secagem, foi observado em nosso estudo, através do teste de
corte, que nao houve diferenca, em relacdo a coloracdo e compartimentacdo das améndoas,
Figura 8. As améndoas obtidas de frutos armazenados 48h apds a colheita e frutos quebrados
logo apdés a colheita apresentaram coloracdo marrom de 94,3+15 e 89+4,5%,
respectivamente, e boa compartimentacéo de 89,3+1,2 e 84,7+4%, respectivamente.
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Figura 8. Determinacdo da coloragdo e grau de compartimentacdo, atraves do teste de corte, das
améndoas de cacau quebradas logo ap6s a colheita (0h) e quebrados 48h ap6s a colheita.

Segundo Hii, Law e Cloke (2009) e Emmanuel et al. (2012), as améndoas de cacau
com mais de 60% de cor totalmente marrom sdo consideradas como améndoas de boa
qualidade. No estudo feito por Emmanuel et al. (2012), com frutos de cacau armazenados por
varios dias, antes de ser realizado a fermentacéo, foi verificado que com o aumento do tempo
de estocagem dos frutos houve aumento da porcentagem das améndoas que apresentaram
coloracdo marrom, ap6s 6 dias de fermentacdo, sendo que 58 e 80% das améndoas
apresentaram coloragcdo marrom para os dias 0 e 14 de estocagem, respectivamente.

A Tabela 8 apresenta a concentracdo dos compostos fenolicos e capacidade

antioxidante apos diferentes condi¢des de repouso do fruto antes de sua quebra.
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Tabela 8. Avaliagdo da concentragdo dos compostos fenolicos (mg/gNS) e capacidade antioxidante, FC (mgEC/gNS), DPPH e ORAC (umolET/gNS), das
améndoas de cacau apos diferentes condi¢des de repouso do fruto antes de sua quebra.

Tempo de o _
e acoleia PO Caevin  epicmeuina | B3 olicoside Dinicroosmpfersl G DPPH  ORAC
e a quebra (h)
oh Fermentacdo 0,02+0,003°  0,21+0,04° 1,07+0,44° 0,047+0,007° 0,419+0,07° 27,19+6,3* 200,5+13,5° 265,3+53,9"
Secagem  0,108+0,03*  2,69+0,53°  0,35+0,07° 0,056+0,008*  0,457+0,05°  34,63+10,5° 238,4+19,2® 525,7+113,3"
ssh Fermentagido 0,016+0,01° 0,22+0,01°  0,39+0,15° 0,043+0,005*  0,378+0,03 28,2+48,0° 210,2+32,6° 281,9+30,6
Secagem  0,090+0,01* 1,71#0,36°  0,85+0,21® 0,043+0,007°  0,360+0,05° 33,248,8° 232,3+759% 374,6+254®

mg/gNS - miligramas por grama de nibs seco; mgEC/gNS - miligramas de Equivalentes em Catequina por grama de Nibs Seco; pumolET/gNS - pumol de
equivalente trolox por grama de nibs seco (umolET/gNS).

Valores de uma mesma coluna com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia).
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Na Tabela 8 € possivel observar que apos a fermentacéo néo foi verificado diferenca
significativa em relacdo aos compostos fendlicos e capacidade antioxidante entre as diferentes
condicdes estudadas. No entanto na etapa de secagem ocorre uma diminuicao na concentragdo
da (-)-epicatequina das améndoas provenientes dos frutos que foram armazenados durante
48h.

Nazaruddin et al. (2006) estudaram compostos fenolicos em améndoas de cacau de
frutos armazenados, a 23°C, durante 5, 10 e 15 dias antes do inicio da sua fermentacéo. O
processo de armazenamento, antes da fermentagdo, ndo teve efeito significativo no contetdo
de (+)-catequina, enquanto que para a (-)-epicatequina foi observado uma diminuigéo
significativa para todas as condigdes estudadas. Além disso, o pré-condicionamento
influenciou na degradacdo dos compostos fenolicos durante a fermentacdo. Na amostra sem
pré-condicionamento o contetdo de (-)-epicatequina e (+)-catequina, antes da fermentacéo foi
de aproximadamente 70 e 10,54 mg/g, respectivamente, e ap6s 5 dias de fermentacédo foi de
aproximadamente 15 e 4,31 mg/g, respectivamente. Enquanto que a amostra com pré-
condicionamento de 5 dias o conteudo de (-)-epicatequina e (+)-catequina foi de
aproximadamente 50 e 9,6 mg/g, respectivamente, e ap6s 5 dias de fermentacdo foi de
aproximadamente, 5 mg/g e 1,76 mg/g, respectivamente, esse comportamento foi semelhante

para as outras condigdes.

55 INFLUENCIA DE DIFERENTES POLOS PRODUTORES DE CACAU DO ESTADO
DO PARA NA QUALIDADE DA AMENDOA

Apds a secagem das améndoas de cacau fermentadas durante 7 dias em leito de 60
cm foi observado que as améndoas obtidas no municipio de Tomé-acu (barcaca e lona) e
Medicilandia e Placas apresentaram umidade de 6,65, 7,87, 6,44 e 13,59%, respectivamente.

A variacdo da umidade das améndoas deve-se as diferentes condicdes climaticas dos
municipios que as améndoas foram submetidas e aos diferentes dias de secagem. Com isso, as
améndoas obtidas no municipio de Placas precisariam de mais dias para que tivesse sido
realizada uma boa secagem.

Na Figura 9, é possivel observar que nos municipios estudados foram obtidas
améndoas de cacau de boa qualidade, com colora¢do marrom acima de 60% e améndoas com
boa compartimentagéo entre 82 e 90%. Logo, apesar das diferentes condi¢es dos processos
de fermentacdo, cesto (Placas) ou caixa de madeira (Medicilandia e Tome-Agu), e secagem,
lona (Placas e Tomé-Acgu) ou barcaca (Medicilandia e Tomé-Agu), é possivel observar que 7
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dias fermentacdo foi suficiente para garantir uma boa fermentacdo das améndoas de cacau nos

trés municipios.
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Figura 9. Determinacdo da coloragcdo e grau de compartimentacdo, através do teste de corte, das
améndoas de cacau obtidas nos municipios de Tomé-Acu, Medicilandia e Placas.

Na Tabela 9, é possivel observar que durante o processo de fermentacdo, as
améndoas obtidas nos municipios de Tomé-Acu e Placas apresentaram maior concentracdo
dos compostos fendlicos, (+)-catequina, (-)-epicatequina, procianidina B2, quercetina-3-
glicosideo e (+)-dihidrocaempferol, no 4° dia de fermentacdo. Enquanto que as améndoas
obtidas no municipio de Medicilandia apresentaram varia¢do na concentracdo dos compostos
fendlicos durante a fermentacéo.

Apds a secagem das améndoas, fermentadas durante 7 dias, houve aumento na
concentracdo dos compostos fenolicos para os trés municipios. Com excecdo dos compostos
quercetina-3-glicosideo e (+)-dihidrocaempferol que diminuiram ap6s o processo de secagem
das améndoas obtidas nos municipios de Placas e Medicilandia.

A capacidade antioxidante das améndoas, apresentada na Tabela 9 foi maior para
todos 0os municipios no 4° dia de fermentacdo. Exceto para as améndoas obtidas no municipio
de Placas que apresentaram maior capacidade antioxidante no 2° dia de fermentacdo e as
améndoas obtidas no municipio de Medicilandia que apresentaram maior capacidade

antioxidante as sementes nao fermentadas, determinada pelo método ORAC.



49

Tabela 9. Avaliagdo da concentragdo dos compostos fenolicos (mg/gNS) e capacidade antioxidante, FC (mgEC/gNS), DPPH ¢ ORAC (umolET/gNS), das
améndoas obtidas nos municipios de Tomé-Acu, Medicilandia e Placas.

Tempo de N .
Municipio fermefltagéo Secagem ) - Procianidina - Quercetina- - (+)- FC DPPH ORAC
(dias) Catequina  Epicatequina B2 3-glicosideo Dihidrocaempferol
0 - 0,026+0,002  0,03+0,02  0,015+0,007 0,022+0,002 0,273+0,016 16,3+5,5 194,1+28,8 151,4+37,97
2 - 0,025+0,001  0,06+0,04  0,092+0,071 0,047+0,019 0,416+0,168 29,1+4,8  184,5+33,6 314,4+90,79
) 4 - 0,031+0,010  0,55+0,32  0,564+0,415 0,055+0,017 0,451+0,137 35,9455 270,1+16,2 392,6+75,33
Tome-Agu 7 - 0,016+0,014 0,22+0,01  0,391+0,152 0,043+0,005 0,378+0,034 28,24¢8,0 210,2+32,6 281,9+30,62
7 Barcaca 0,09+0,013  1,71+0,36  0,855+0,211 0,043+0,007 0,36+0,054 33,248,8  232,3+75,9 374,6+25,45
7 Lona 0,098+0,052 3,61+2,99 1,091+0,523 0,066+0,028 0,477+0,114 30,9+7,6  209,9+36,1 349,7+32,61
0 - 0,025 0,056 0,071 0,043 0,587 7,72 259,8 274,98
2 - 0,026 0,125 0,324 0,089 0,899 30,19 281,04 319,39
Placas 4 - 0,026 0,269 0,447 0,083 0,887 48,02 282,28 291,02
7 - 0,02 0,201 0,175 0,023 0,522 25,33 185,24 200,08
7 Lona 0,081 1,337 0,883 0,067 0,637 53,46 129,28 331,76
0 - 0,055 1,054 0,425 0,061 0,602 20,27 363,66 479,53
2 - 0,032 0,259 0,332 0,091 0,797 29,29 352,42 379,62
Medicilandia 4 - 0,037 0,416 0,486 0,068 0,637 39,71 373,47 398,66
7 - 0,065 0,969 0,883 0,071 0,683 39,96 380,9 459,51
7 Barcaca 0,164 3,169 1,295 0,051 0,481 30,48 377,99 554,93

mg/gNS - miligramas por grama de nibs seco; mgEC/gNS - miligramas de Equivalentes em Catequina por grama de Nibs Seco; umolET/gNS - umol de
equivalente trolox por grama de nibs seco (umolET/gNS).
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Ap0s a secagem, as améndoas de cacau obtidas no municipio de Placas foram as que
apresentaram menor valor DPPH e ORAC e as améndoas obtidas no municipio de
Medicilandia foram as que apresentaram maior valor. No entanto o municipio de Placas
apresentou valor FC para as améndoas secas.

As améndoas fermentadas, durante 7 dias, e secas obtidas nos municipios de Tomé-
Acu, em barcaca e lona, Medicilandia e Placas apresentaram valor FC de 33,2+8,8, 30,9+7,6,
30,48 e 53,46 (mgEC/gNS), respectivamente. No estudo feito por Carrillo, Londofio-Londofio
e Gil (2014), com extratos de améndoas fermentadas e secas, de diferentes fazendas da
Colbmbia, que realizavam praticas agricolas semelhantes, esse valor variou de 44,94+1,17 a

70,09+1,98 mg equivalente de acido galico / g de amostra seca.

56 CORRELACAO ENTRE CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSTOS
FENOLICOS

A Tabela 10 apresenta a correlacdo entre os compostos fendlicos e os diferentes
métodos de determinacdo da capacidade antioxidante das améndoas ndo fermentadas,
fermentadas e secas, em diferentes condi¢des, provenientes dos municipios de Tomé-Acu,

Medicilandia e Placas.

Tabela 10. Correlagdo entre os compostos fendlicos e capacidade antioxidante determinada pelo
método FC, DPPH e ORAC.

I (+)- (-)- Quercetina- (+)- Procianidina
Variavels ORAC  DPPH — FC Catequina Epicatequina 3-glicosideo  Dihidro. B2
ORAC 1,00
DPPH 0,65 1,00

FC 0,72 0,71 1,00
(+)-

) 0,63 041 055 1,00
Catequina

O 0,67 052 0,62 0,95 1,00
Epicatequina
Quercetina- 1 043 045 0,64 0,70 1,00
3-glicosideo
(+)-Dihidro. 0,20  0,30** 0,23** 0,40 0,45 0,90 1,00
Proc'grz"d'na 062 044 062 095 0,95 0,72 0,49 1,00

*: ndo significativas para p < 0,05. N=72 amostras
* e **: ndo significativas para p < 0,005. N=72 amostras
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Na Tabela 10 é possivel observar que o composto (+)-dihidrocaemferol
correlacionou apenas com os compostos fendlicos para p < 0,005 e nédo teve correlacéo apenas
para 0 método ORAC para p < 0,05. Os demais compostos se correlacionaram entre si e com
a capacidade antioxidante para p < 0,05 e 0,005.

Os diferentes métodos para determinar a capacidade antioxidante também se
correlacionaram entre si, para p < 0,05 e 0,005.

A correlacgdo significa o quanto o comportamento de uma variavel esta relacionado a
outra em um determinado processo. Logo como os compostos fendlicos e capacidade
antioxidante apresentaram correlacdo significativa entre si entdo pode-se dizer que o
comportamento da concentracdo dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante
apresentaram-se semelhante nos diferentes processos de fermentacdo e secagem e entre 0s
diferentes municipios, ou seja, quando aumentava ou diminuia a concentracdo de um
composto 0s outros também aumentavam ou diminuiam assim como a capacidade
antioxidante.

No estudo feito por Suazo, Davidov-Pardo e Arozarena (2014) foi observado que a
correlacdo entre FC e DPPH, ap6s os tratamentos de torracdo e fermentacdo apresentou r =
0,467, p > 0,05. Segundo Suma et al. (2006), as alteracdes determinadas pelo método DPPH
ndo tem a mesma tendéncia em comparacdo com as mudancas determinadas pelo método FC
devido as concentracBes de substancias redutoras, tais como polifendis, medidos pela técnica
de FC nem sempre ter uma relacdo estreita com a atividade antioxidante determinados pelo
método DPPH.

Carrillo, Londofio-Londofio e Gil (2014) encontram em seus estudos, com améndoas
fermentadas e secas, correlacdo entre ORAC e as varidveis FC e epicatequina r = 0,678 e
0,677, respectivamente.

No estudo de Joli¢ et al. (2011) com améndoas fermentadas e secas foi verificado
gue o contetdo de compostos fendlicos totais e de procianidinas foram correlacionadas com a
capacidade antioxidante, determinada pelo método ORAC, (r = 0,9653 e 0,9510,
respectivamente), sugerindo que os compostos fendlicos, incluindo procianidinas representam

a principal fonte da capacidade antioxidante em améndoas de cacau e seus produtos.
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6 CONCLUSAO

Foi observado que ndo houve diferenca significativa na concentracdo dos compostos
fendlicos e capacidade antioxidante entre: as améndoas obtidas de frutos colhidos e quebrados
no mesmo dia e quebrados 48h ap6s a colheita; as diferentes alturas de leito de fermentagéo;
tempo de fermentacao; e secagem em lona e barcaca.

Em relacdo ao processo de torracdo foi observado que o aumento do tempo e da
temperatura aumentou a concentragdo da (+)-catequina e diminuicdo dos demais compostos
fendlicos estudados, sendo que a temperatura exerceu maior influencia.

Os municipios de Tomé-Acu, Medicilandia e Placas apresentaram maior capacidade
antioxidante e concentracdo dos compostos de fendlicos no 4° dia de fermentacéo.

Logo, como os diferentes processamentos ndo influenciaram na concentracdo dos
compostos fenodlicos e capacidade antioxidante e também foi possivel observar através do
teste de corte que no 7° dia de fermentacdo as améndoas estavam bem fermentadas, pode-se
dizer que 7 dias de fermentacdo, secagem em lona ou barcaca e torradas em temperaturas

baixas garantem améndoas de boa qualidade e com caracteristicas bioativas.
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