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RESUMO

O cacau é derivado da arvore tropical Theobroma cacao L. (familia Malvaceae).
Apresenta elevada produgdo mundial, bem como grande valor de mercado. Devido
as etapas de processamento dos gréos de cacau sao gerados diversos subprodutos
comumente descartados, contudo, novas pesquisas vém se concentrando em
alternativas para o aproveitamento. A partir disso, o objetivo desse estudo foi
caracterizar o residuo em pdé oriundo do processamento (torrefacdo e
descascamento) da améndoa de cacau. As andlises realizadas foram avali¢do
térmica, fisico-quimicas, colorimétricas, perfil de compostos volateis, composicéo
centesimal, quantificacdo de minerais individuais, composi¢do de aminoacidos, perfil
de acidos graxos, ensaio de fendlicos e flavonoides totais e atividade antioxidante
(DPPH, FRAP e ABTS) e determinacdo de fendlicos e metilxantinas majoritarios. O
residuo apresentou um contetdo de 14,3% de proteina total com quantidades de
aminoacidos superiores as recomendacdes e 29% de lipidios totais com um teor de
acidos graxos saturados (61%) e &cidos graxos insaturados (38%). Foram
verificados teores elevados de minerais individuais e resultados significativos no
ensaio de eliminacéo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (34,50 uM trolox/g),
assim como, nas outras analises de atividade antioxidante e de estabilidade térmica.
Tendo em vista os dados obtidos, o residuo oriundo do processamento da améndoa
de cacau apresenta caracteristicas nutricionais e funcionais, além de outros

parametros favoraveis para utilizacdo na indastria de alimentos.

Palavras-chave: Caracteristicas quimicas. Acidos graxos. Compostos fendlicos.

Aproveitamento de subprodutos.



ABSTRACT

Cocoa is derived from the tropical tree Theobroma cacao L. (family Malvaceae). It
presents high world production as well as great market value. Due to the processing
stages of the cocoa beans, several commonly discarded byproducts are generated,
however, new research has been focusing on alternatives to the use. From this, the
objective of this study was to characterize the powdered residue from the processing
(roasting and peeling) of the cocoa bean. The physical, chemical, colorimetric,
volatile compounds profile, centesimal composition, quantification of individual
minerals, amino acid composition, fatty acid profile, phenolic and total flavonoid
assay and antioxidant activity (DPPH, FRAP and ABTS) and determination of
phenolics and major methylxanthines. The residue had a content of 14.3% total
protein with amino acid amounts higher than the recommendations and 29% of total
lipids with a content of saturated fatty acids (61%) and unsaturated fatty acids (38%).
High levels of individual minerals and significant results were verified in the DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (34.50 uM trolox/g) radical elimination test, as well as
in the other analyzes of antioxidant activity and stability thermal. Based on the data
obtained, the residue from the processing of cocoa beans presents nutritional and
functional characteristics, as well as other favorable parameters for use in the food

industry.

Keywords: Chemical characteristics. Fatty acids. Phenolic compounds. Use of by-
products.
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1 INTRODUCAO

O cacau € o fruto maduro do cacaueiro (Theobroma cacao L.), que cresce
em regibes da Africa, da América do Sul e Asia (DJIKENG et al., 2018). O cultivo do
cacau tem sido realizado ha mais de 3500 anos, tendo suas raizes nas sociedades
mesoamericanas (JOHN et al., 2016). O fruto inclui cerca de 30 a 50 sementes, que
sdo boa fonte de nutrientes (lipidios, proteinas, carboidratos, minerais e vitaminas)
cobertos com polpa (JAHURUL et al.,, 2013). Essas sementes sdo 0s principais
constituintes dos chocolates e outros produtos de cacau por meio de um processo
complexo envolvendo fermentacao, secagem e torrefacdo (CALIGIANI et al., 2016).

Em relacdo a producdo de sementes de cacau, os lideres mundiais séo
Costa do Marfim, Gana, Equador, Indonésia, Nigéria, Camardes, Brasil e Malasia,
gerando cerca de 90-95% da producao global (BRITO et al., 2017). A producao
mundial de grdos de cacau esta estimada em 4,6 milhbes de toneladas para
2017/2018 (ICCO, 2018). Na safra de 2018, até o més de outubro, a producéo
brasileira de cacau (em améndoa) correspondeu a 252.890 toneladas, sendo a
Bahia o estado de maior destaque, com 122.568 toneladas (IBGE, 2018).

As atividades de processamento de alimentos podem gerar subprodutos que
contém substancias bioativas com valor nutricional importante, beneficios para a
saude humana e um valor de mercado. Cascas, sementes e caules sédo parte dos
materiais residuais que estdo sendo considerados para a reciclagem da industria
agroalimentar, levando a recuperacdo subsequente de valiosos metabdlitos
primarios e secundarios, bem como fibras alimentares a serem usadas como
suplementos para produtos alimenticios (GRILLO et al., 2018).

Devido a grande producdo de grdos de cacau € notéria a geracao de

elevadas quantidades de subprodutos, criando um problema significativo de
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descarte. Dessa forma, estudos recentes sugerem possiveis utilizacbes como
biocombustiveis, aditivos alimentares, suplementos dietéticos, produtos
farmacéuticos e cosmeéticos (KHANAHMADI et al.,, 2016; OKIYAMA, NAVARRO,
RODRIGUES, 2017).

Com o processamento da améndoa de cacau (torrefacdo e descascamento)
para a fabricacdo do chocolate ocorre a geracdo de um residuo constituido de uma
mistura da casca e nibs, ainda pouco estudado (GRILLO et al., 2018). Com base no
exposto, o objetivo desse estudo foi caracterizar o residuo em po6 oriundo do
processamento da améndoa de cacau para viabilizar sua utilizacdo na industria de

alimentos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
v' Estabelecer caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais, presenca de
substancias bioativas e atividade antioxidante do residuo oriundo do
processamento (torrefacdo e descascamento) da améndoa de cacau

(Theobroma cacao L.)

2.2 Objetivos especificos

v Verificar a estabilidade térmica (curva de termogravimetria/termogravimetria
derivada) do residuo oriundo do processamento da améndoa de cacau;

v' Comparar os parametros fisico-quimicos (susbtséncias volateis, Aw, pH e
acidez titulavel) e colorimétricos (L*, C*, a*, b* e h*) do residuo com outros
elementos derivados do cacau;

v' Determinar a composicdo centesimal e de minerais majoritarios que
constituem o residuo;

v' Determinar a composicdo de aminoacidos e os acidos graxos da fracao
lipidica do residuo;

v" Identificar e quantificar os teores de fendlicos e flavonoides totais,

v' Verificar a atividade antioxidante do residuo, empregando os métodos de
capacidade de reducdo do ion férrico (FRAP), eliminacdo do radical ABTS
(2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) e eliminagéo do radical DPPH

(2,2-difenil-1-picrilhidrazil).



Pagina |15

Capitulo T

Fundamentacdo tedrica
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Aspectos gerais do cacau (Teobroma cacao L.)

Pertencente a familia Malvaceae, a arvore tropical Teobroma cacao L.
produz o fruto nomeado como cacau (BERTAZZO et al.,, 2011) (Figura 1.1).
Aproximadamente a 500 anos atras, o fruto era oriundo da América Latina e foi
largamente cultivado pelos Maias, na América Central. ApOs alguns anos, se
difundiu pela Europa, sendo disseminado em todo o mundo. Os primeiros europeus
a consumir cacau foram os espanhdis, no século XVI, que plantaram o fruto no
Equador em cerca de 1635 e tiveram bom éxito. A Franca iniciou o cultivo na
Republica Dominicana em 1665 e no Brasil em 1677. O cacau do Brasil foi cultivado
na llha do Principe em 1822, na llha de Sdo Tomé em 1830, na Guiné Equatorial em

1854, depois na Nigéria em 1874 e Gana em 1879 (JAHURUL et al., 2013).

Figura 1.1 — Cacau (Teobroma cacao L.) do tipo Forastero

: - g > |
," L 3 -:v.:‘.

Fonte: Santos (2013).
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Como uma tipica planta tropical, o cacaueiro € muito sensivel a baixas
temperaturas, razdo pela qual, a maior parte das plantacées comerciais encontram-
se entre vinte graus norte e sul do plano equatorial da Terra; seu clima ideal é
umido, com precipitacdo anual ideal de 1500 — 2500 mm e com temperaturas que
variam entre 20 e 30 °C. Muitas vezes € plantada a sombra de arvores mais altas
para garantir protecdo contra a luz solar direta e ventos. O cacaueiro comeca a
produzir aos 4 anos, atingindo plena produtividade aos 12 e produz, em média, até
35 anos. A época de colheita € variavel nas zonas cacaueiras e no Brasil a 12 safra
ocorre de novembro a fevereiro e a 22 safra conhecida como tempordo, de maio a
setembro (HINNEH et al., 2018).

O fruto aparece na arvore de quatro a seis meses apo6s a floracdo e é
composto por casca, polpa, placenta e sementes e cada fruto contem cerca de 30 a
50 sementes (Figura 1.2) (RAMOA-JUNIOR, 2011; SANTOS, 2013). A fruta é a
vagem de cacau, que vem em uma variedade de formas e tamanhos e trava
diretamente do tronco: seu peso varia entre 300 e 700 g (HINNEH et al., 2018). O
peso seco da semente de cacau varia consideravelmente, mas é de
aproximadamente 1,0 a 1,2 g (KONGOR et al., 2016).

O comprimento das sementes de cacau varia entre 21 e 29 mm, a largura
entre 10 a 17 mm e sua espessura entre 8 a 12 mm. As sementes séo constituidas
por um embrido e dois cotilédones, que representam a parte util da semente na
fabricacdo de chocolate e de manteiga de cacau, recobertos por um envoltorio
denominado testa ou tegumento, formado por mesocarpo e endocarpo (Figura 1.3).
Os cotilédones constituem cerca de 82% e a testa e o embrido representam 17% e

1%, respectivamente (RAMOA-JUNIOR, 2011; SANTOS, 2013).
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Figura 1.2 — Corte transversal do fruto de cacau

Casca
Polpa
Placenta

Semente

Fonte: Ramda-Junior (2011).

Figura 1.3 — Corte longitudinal da semente de cacau

i ST e P0[pa

Embrido Cotilédone

Testa

Fonte: Ramda-Junior (2011).

As sementes de cacau sdo envolvidas por uma polpa doce, branca,
mucilaginosa, levemente presa a placenta, com 80% de umidade e 15% de

monossacarideos, que representa aproximadamente 40% do grdo cru em peso
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umido e é um meio rico para o crescimento microbiano (RODRIGUEZ-CAMPOS et
al., 2012). Normalmente, as sementes de cacau sdo externamente brancas, mas
tornam-se violeta ou marrom avermelhado durante o processo de fermentacdo e
secagem (RAMOA-JUNIOR, 2011; SANTOS, 2013).

A espécie Theobroma cacao L. compreende um grande numero de
variedades, caracterizadas por uma enorme diversidade genética. Os trés principais
tipos reconhecidos sao Criollo, Forastero e Trinitario, cultivados no Centro-Oeste da
Africa, América do Sul e Asia (BERTAZZO et al., 2011). Destacando-se Criollo e
Forastero como o0s dois principais grupos botéanicos. Criollo nativo caracteriza
apenas 5% da producdo global e é considerado de excelente qualidade por
apresentar facil fermentacdo, aroma agradavel e sabor suave e com baixo amargor.
Ja a subespécie Forastero corresponde a cerca de 85% da producdo mundial por
ser mais resistente a doencas e apresentar maior rendimento. No entanto, as
sementes ndo sao muito aroméaticas e possuem forte sabor. Por Ultimo, a variedade
Trinitario € uma espécie hibrida, com caracteristicas intermediarias entre Criollo e
Forastero (CALIGIANI et al., 2016; HINNEH et al., 2018).

O sul do Estado da Bahia possui uma extensa area ocupada pelo cultivo de
cacau, 70% dos quais, utilizam um sistema agroflorestal denominado localmente de
“cabruca”. Neste sistema, o cacaueiro é cultivado sob a sombra das arvores da mata
nativa, assim como no sudeste de Camardes, sudoeste da Nigéria e leste de Gana

(PIMENTEL, 2016).

3.2 Importancia econémica no mundo, Brasil e Bahia
Os produtos gerados a partir do cacau, como o0 chocolate, sdo bastante

consumidos em muitos paises e culturas (RUSCONI; CONTI, 2010). A producéo
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mundial de cacau esta estimada em 4,59 milhdes de toneladas para 2017/2018. Em
2016, os oito maiores paises produtores de cacau foram, em ordem decrescente,
Costa do Marfim, Gana, Equador, Indonésia, Nigéria, Camardes, Brasil e Malasia,
gue juntos produziram cerca de 4,23 milhdes de toneladas, representando 95% da
producdo global (CAMPOS-VEGA; NIETO-FIGUEROA; OOMAH, 2018). Na Tabela
1.1 é apresentado a producdo mundial de grdos de cacau, segundo dados da
International Cocoa Organization (2018).

Na safra de 2018, até o més de outubro, a producao brasileira de cacau (em
améndoa) correspondeu a 252.890 toneladas, 587.209 hectares de area cultivada e
o rendimento médio de 431 quilos/hectare, sendo a regido de maior destaque o
Nordeste - 122.568 toneladas, seguida do Norte - 120.932 toneladas. O estado com
a maior producédo foi a Bahia com 122.568 toneladas produzidas, 430.045 hectares
de area cultivada e o rendimento médio de 285 quilos/hectare, representando 44%
da producdo de améndoa de cacau no pais, seguido do Pard com 115.617

toneladas (IBGE, 2018).

Tabela 1.1 — Produgcéo mundial de graos de cacau

Continentes/Paises Estimativas 2016/2017 Previsdes 2017/2018
(mil toneladas) % (mil toneladas) %

Africa 3623 76,5 3528 75,9

Camardes 246 240

Costa do Marfim 2020 2000

Gana 970 900

Nigéria 245 260

Outros 143 128
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América 759 16 788 17
Brasil 174 190
Equador 290 280
Outros 295 318
Asia e Oceania 357 7.5 329 7.1
Indonésia 270 240
Papua Nova Guiné 38 40
Outros 49 49
Total mundial 4739 100 4645 100

Fonte: Adaptado a partir de ICCO (2018).

O mercado do cacau e do chocolate deve permanecer em expansao nos
préximos anos. Em 2013, 3.455.622 toneladas de cacau foram produzidas e estima-
se que cresca a uma Taxa de Crescimento Anual Composta (CAGR) de 3,1% de
2014 a 2019. O mercado de chocolates devera crescer ainda mais a um CAGR de
2,3% no mesmo periodo. Estima-se que o mercado mundial de cacau e o chocolate
mundial valham cerca de 2,1 bilhdes de ddlares e 131,7 bilhdes de dblares em 2019.
A Europa foi projetada para liderar o mercado global com a maior participacdo em
termos de volume em 2014, seguida pela América do Norte e Asia-Pacifico (BEG et
al., 2017; GRILLO et al., 2018).

O mercado de confeitaria de chocolate aumentou em tamanho em todas as
regides do mundo em 2018 comparado a 2017. Além disso, em termos de projecdes
para 2019, o tamanho do mercado devera aumentar em compara¢cdo com o nivel
alcancado em 2018. Em 2018, a regido da Asia-Pacifico registrou o maior

crescimento no tamanho do mercado regional (3%), seguida pela Australia-Asia



Pagina |22

(2,3%) e Oriente Médio e Africa (1,9%). O crescimento ano a ano do mercado da
Europa Ocidental foi de 1,2%. A regido da América Latina registrou o menor
crescimento regional ano a ano no tamanho do mercado de confeitos de chocolate
(0,3%). Além disso, uma tendéncia ascendente é esperada para o0 crescimento do
tamanho do mercado ano a ano em 2019, com a regido da América Latina devendo
apresentar um crescimento de quase 2% no mercado (INTERNATIONAL COCOA

ORGANIZATION, 2018).

3.4 Composicao quimica do cacau

O consumo de cacau e seus derivados contribui para a nutricdo humana
através do fornecimento de lipidios, acucares, minerais (potassio, magnésio, cobre e
ferro) e antioxidantes, principalmente polifendis (BELSCAK et al., 2009). Na Tabela
1.2 é apresentado a composicdo quimica das améndoas de cacau nao torradas,
segundo diferentes autores.

A composigdo quimica das améndoas de cacau depende de diversos fatores,
como: variedade e origem das sementes, condi¢cdes da colheita, grau de maturagao
dos frutos e técnicas de fermentacdo e secagem (PIMENTEL, 2016; SANTOS,
2013). Ja o gréo de cacau fresco tem uma composicdo aproximada de 32 a 39% de
agua, 30 a 32% de gordura, 10 a 15% de proteinas, 5 a 6% de polifendis, 4 a 6% de
amido, 4 a 6% de pentosanas, 2 a 3% de celulose , 2 a 3% de sacarose, 1 a 2% de

teobromina, 1% de acidos e 1% de cafeina (KONGOR et al., 2016).
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Tabela 1.2 — Composicédo quimica das améndoas de cacau nao torradas

Componente (%) Djikeng et al. Hu, Kim e Baik Torres-Moreno
Autores (2018) (2016) et al. (2015)
Umidade 59 5,01 51e5)9
Cinzas 7,3 2,8 3,6e4,0
Proteina 17,9 14,3 128e 12,7
Lipidios 41,2 45,6 419e 434
Fibra bruta - - 11,3e19/4
Carboidratos 27,7 - 36,5e 33,7

3.5 Compostos bioativos presentes na améndoa de cacau

Nos Uultimos anos, diversos consumidores tém refletido mais acerca do
alimento e seus ingredientes. Recentemente, surgiu um grande interesse em usar
compostos bioativos derivados de plantas naturais em alimentos como "aditivos
alimentares multifuncionais”, devido a seus efeitos nutricionais e terapéuticos
adicionais (BELSCAK et al., 2009).

Os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenca de um ou mais
aneis benzénicos e estdo relacionados a cor, sabor e valor nutricional dos alimentos.
Devido ao alto teor destes como antioxidantes no cacau, esse fruto torna-se
importante na perspectiva terapéutica o que justifica o aumento recente das
pesquisas voltadas para esse fim (ALEAN; CHEJNE; ROJANO, 2016; BRITO et al.,
2017).

Em 1590, o Codex Florentino (um estudo de pesquisa sobre a Mesoamérica

realizado no século XVI) indica um remédio preparado com graos de cacau, milho e
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Calliandra anomala para aliviar a febre e a falta de ar. Além dos manuscritos da
Europa e Nova Espanha, durante o século XVI ao inicio do XX, mostraram mais de
100 usos medicinais para cacau e/ou chocolate (RUSCONI; CONTI, 2010).

Os compostos fendlicos sdo metabodlitos secundarios das plantas que
desempenham um papel importante no crescimento e reproducdo, possibilitando
protecdo contra patdogenos e predadores. Uma das funcdes bioldgicas mais
significativas para o ser humano é a sua capacidade antioxidante, retardando ou
prevenindo o estresse oxidativo, que € causado pelo excesso de radicais livres
devido ao estilo de vida e condi¢Bes patoldgicas e tem sido associado a doencas
cronicas que respondem por grande parte das mortes atualmente, como
cardiovasculares, cancer, entre outras (GENOVESE; LANNES, 2009).

O cacau e seus produtos sdo fontes naturais de antioxidantes e podem ser
eficazes para doencas cardiovasculares. Estudos epidemiolégicos mostram que o
cacau esta fortemente associado a beneficios para a saude cardiovascular, que
incluem o aumento da vasodilatacdo e do débito arterial coronario, a diminuicdo da
pressdo arterial e a agregacdo plaquetaria (GULTEKIN-OZGUVEN; BERKTAS;
OZCELIK, 20186).

Além de apresentar atividade antioxidante na prevencdo de formacao de
radicais livres e na protecéo contra danos ao DNA das células, os polifendis tém sido
bastante estudados em vista dos seus efeitos benéficos para a saude, como
anticarcinogénico, antiaterogénico, anti-inflamatorio, antimicrobiano, antitrombaético,
imunomodulador, vasodilatador e analgésico (JAHURUL et al., 2013). As améndoas
de cacau e seus derivados, como cacau em po e chocolate, sdo importantes fontes
de polifendis, contudo, o conteudo fendlico e a capacidade antioxidante podem

variar de acordo com o pais de origem (GENOVESE; LANNES, 2009) e devido a
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perda de fendlicos no processamento, contudo, os produtos finais, como o cacau em
po6 ou chocolate s&o relatados como potentes antioxidantes (GULTEKIN-OZGUVEN,;
BERKTAS; OZCELIK, 2016).

A teobromina é o alcaloide responséavel pelo efeito estimulante do cacau e
0s seus graos sao fontes de compostos fendlicos, como catequinas: epicatequina,
galocatequina e epigalocatequina; procianinas; antocianinas; e glicosideos flavona e
flavonol, como luteolino-7-O-glicosideo e quercetina-3-O-arabinoside, teaflavina e
resveratrol, que sdo importantes devido ao seu possivel papel benéfico como
agentes quimiopreventivos baseados em suas atividades antioxidantes (JAHURUL
et al.,, 2013). Lee et al. (2003) verificaram que o0 cacau tem mais fitoquimicos
polifendlicos e maior atividade antioxidante do que o vinho tinto, o cha verde e o cha

preto.

3.6 Compostos volateis do cacau

O potencial aromatico do cacau (Theobroma cacao L.) é altamente essencial
para o desenvolvimento de sabores em chocolates e outros produtos derivados. A
composicdo de compostos organicos volateis do chocolate € influenciada pelo
gendtipo e origem dos gréos de cacau, pela condi¢cdo agroclimética de crescimento
e pela fermentacdo, secagem e armazenamento poés-colheita. Portanto, cada
variedade de gréo resultara em um sabor e aroma caracteristicos que tém impacto
sobre o produto final, juntamente com as etapas de fabricacdo como torrefacéo e
conchagem (ACIERNO et al., 2016; CALIGIANI et al., 2016; HINNEH et al., 2018).

A gualidade do produto final € muito influenciada pela sujeicéo dos graos de
cacau a altas temperaturas. O tempo e a temperatura de torrefacdo, além de outros

parametros de processamento térmico, como umidade e velocidade de fluxo de ar,
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contribuem para muitas mudancas fisicas e quimicas, dentre as quais, a separacao

da casca do nucleo proveniente do chamado “efeito baldo”, a intensificagdo da cor
marrom, a formacdo do aroma caracteristico do cacau, a concentracdo de
compostos volateis, alteracbes na composicdo de compostos bioativos e
degradacao de lipidios (ZYZELEWICZ et al., 2014).

Varios compostos responsaveis pelo aroma e sabor ja foram identificados e
incluem, volateis, tais como aldeidos, ésteres, pirazinas, bem como ndo volateis
como dicetopiperazinas, proantocianidinas, aminoacidos, &acidos organicos e
acucares (D’SOUZA et al., 2018). Um grupo importante do aroma de cacau sdo as
metilpirazinas, representando cerca de 40% dos compostos identificados na fracéo
de aroma do cacau e estdo presentes na fermentacdo, provavelmente devido a
atividades microbianas durante o processo, observadas através da diminuicdo do
valor de pH e aumento da temperatura dos grdos, mas sdo formados em maior

concentracdo durante a torrefacdo através da reacdo de Maillard entre aminoacidos

e acucares redutores (JINAP et al., 2008).

3.7 Processamento do fruto de cacau

O pré-processamento do cacau inicia-se com a colheita e abertura dos
frutos, retirada das sementes, fermentacdo e secagem das sementes e
armazenamento das améndoas (Figura 1.4) (RAMOA-JUNIOR, 2011). O
processamento compreende as etapas de torrefacdo e descascamento das
améndoas para a obtencdo do nibs (e subprodutos: testa e residuo) e moagem,
prensagem e trituracdo, para obtenc&o dos produtos de cacau: liquor, manteiga e po
de cacau. Etapas de conchagem e temperagem também s&o realizadas para

obtencéo do chocolate.
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Figura 1.4 — Etapas de pré-processamento e processamento do cacau para

obtencéo do nibs e subprodutos de cacau (testa e residuo em po).

Colheita
|
Abertura dos fiutos
|

Retirada das sementes

|
Fermentacéo
I

Secagem

|
Armazenamento

Ameéndoas

|
Torrefacido
|
Descascamento

Nibs Testa Residuo em po —

Fonte: Adaptado a partir de Pimentel (2016).

3.7.1 Plantio, colheita, abertura dos frutos e retirada das sementes

Testa + nibs

Vagens maduras podem ser encontradas no cacau ao longo do ano, mas

alguns paises tém duas safras de alta producéo por ano. Mudancas nas condi¢cfes

ambientais podem afetar a colheita, a produtividade e o rendimento da cultura. A

colheita é feita manualmente através de facdo ou com uma ferramenta de aco de

alca longa para obter a vagem das arvores. Essas vagens podem ser abertas por

meio de um bastdo duro para retirar os graos da vagem, removendo-os (BEG et al.,

2017).
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Estudos mostraram que a maturidade do fruto é muito importante para uma
boa fermentacdo, pois améndoas oriundas de frutos sobremaduros podem
apresentar germinacdo, havendo consequentemente risco de contaminacao interna
devido a ruptura da casca fina. Ja no caso de frutos colhidos antes da maturidade
plena, a polpa vai conter reduzido teor de agucares, e portanto, a fermentacdo pode
ser retardada e apresentara baixo rendimento. Recomenda-se que haja um periodo
intermediario de espera entre a colheita e a abertura dos frutos, geralmente entre o
quinto e o sexto dia, pois é necessario que certos fenbmenos bioquimicos ocorram,
como a liberacdo de acUcares contidos na polpa, os quais sdo indispensaveis a
fermentacdo. Apds 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

fermentacéo desigual (RAMOA-JUNIOR, 2011).

3.7.2 Fermentacéo

A fermentacdo é uma etapa fundamental para o desenvolvimento de
precursores aromaticos e compostos bioativos inerentes aos produtos de cacau,
com a exposicao das sementes a acao de diversos microrganismos e enzimas nos
carboidratos, proteinas, lipidios e compostos fenolicos (BRITO et al.,, 2017), de
forma que as sementes ndo fermentadas nédo apresentam sabor de cacau apés a

torrefacdo (BUYUKPAMUKCU et al., 2001; JINAP et al., 2008).
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E um processo geralmente espontaneo e desenvolvido por microrganismos
transferidos para as sementes das maos dos trabalhadores, superficies e
ferramentas usadas para cortar a fruta e os recipientes durante a fermentacéo
(RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). No processo de fermentacdo, o sistema, a
temperatura do ambiente e da massa, o pH e a acidez da polpa e do cotilédone, o
tempo de processo, o revolvimento da massa bem como a microflora presente séo
fatores de grande importancia (SANTOS, 2013).

Os sistemas de fermentacdo mais utilizados sdo: montes, cestos e caixas de
madeira cobertas com folhas de bananeira (SANTOS, 2013) e apresenta trés
finalidades principais: liquefacédo, remocéo de polpa mucilaginosa e desenvolvimento
de aroma, cor e sabor (BEG et al., 2017). Ocorre geralmente em um intervalo de 5-7
dias (CALIGIANI et al., 2016; CAPORASO et al., 2018). A massa de sementes deve
sofrer revolvimentos ao longo do processo. Esse revolvimento € muito importante no
decorrer da fermentacao, pois a aeracao controla o nivel de acidez e 0os acréscimos
de temperatura influenciam na atividade enzimatica necesséaria ao desenvolvimento
do sabor e aroma de chocolate (BRITO, 2013).

O término da fermentacdo é definido pela estabilizacdo da temperatura e
aparéncia externa das améndoas. Dessa forma, o0s grdos completamente
fermentados possuem cor marrom e aroma de vinagre devido a formacéo do acido
acético durante o processo fermentativo. Aqueles nido fermentados e né&o
devidamente fermentados apresentam respectivamente, cor violeta e coloragao
cinzenta-escura, conhecida como cor de ardosia. As améndoas arddsia causam um
perfil de sabor muito acido e adstringente, enquanto as améndoas violeta um sabor

amargo e aspero (CALIGIANI et al., 2016; CAPORASO et al., 2018).
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Ao longo da fermentacdo, um repertorio de leveduras, bactérias do acido
lactico e bactérias do acido acético no exterior do grdo comandam 0 processo em
sua respectiva sucessao. A polpa, sendo rica em nutrientes e baixa em pH, em
combinacdo com a diminuicdo da concentracdo de oxigénio, permite que as
leveduras prosperem. As leveduras degradam a polpa com enzimas pectinoliticas,
metabolizando acucar e acido citrico e, como resultado, produzem etanol e elevam o
pH. As leveduras contribuem para o sabor pela geracédo de substancias volateis nos
primeiros estagios da fermentacdo. Condi¢cdes anaerdbicas e altas concentracdes de
CO2 favorecem o crescimento de bactérias lacticas, ainda que por um breve periodo.
Depois que os graos sao revolvidos (tipicamente no segundo dia de fermentacéo), o
oxigénio é reintroduzido e as populacdes de bactérias de acido acético assumem o
controle, produzindo acido acético do etanol restante em uma reacdo exotérmica
aumentando a temperatura dos graos. Esses produtos de fermentacdo entdo se
difundem no gréo durante o curso da fermentag&o, causando a morte do embrido e
uma cascata de varias reacfes enzimaticas e mudancas estruturais dentro dos
cotilédones (BRITO et al., 2017; JOHN et al., 2016).

A fermentacdo do cacau é realizada por uma sequéncia microbiol6gica de
leveduras (Kloeckera e Saccharomyces spp.) e bactérias de &cido lactico e acido
acetico (Lactobacillus, Bacillus, Pediococcus, Acetobacter e Gluconobacter),
gerando uma ampla gama de produtos metabolicos finais, principalmente alcoois e
acidos organicos. Os acidos organicos, especialmente o acido acético se difundem
através dos gréos diminuindo o pH interno e causando quebra das membranas
celulares (CALIGIANI et al., 2016). A diminui¢do do pH fica em torno de 6,5 para 4,5.
Se os gréos de cacau tiverem um pH alto (5,5-5,8) apos a fermentacao, eles séo

considerados pouco fermentados com um baixo indice de fermentacdo, enquanto
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graos de cacau com pH mais baixo (4,75-5,19) sédo considerados bem fermentados
(RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2011).

As caracteristicas organolépticas do cacau sdo desenvolvidas
principalmente durante os processos de fermentacdo, secagem e torrefacdo. Na
fermentacdo, a partir de reacbes bioquimicas ocorre uma reducdo do amargor e
adstringéncia, origem dos compostos precursores do aroma e sabor do chocolate,
além da decomposicdo microbiana com o &cido acético e acido lactico se
espalhando pelo cotilédone, e consequentemente aumento de acidez e geracao de
reacoes de hidrolise, evitando o crescimento do embrido de cacau (ALEAN;
CHEJNE; ROJANO, 2016). O conteudo celular se mistura permitindo que varias
reacdes enzimaticas ocorram, como por exemplo, a oxidacdo dos polifendis e a sua
precipitacdo junto com proteinas causando a reducao do sabor amargo e a mudanca
de cor dos gréos, de violeta a marrom (CALIGIANI et al., 2016).

Durante a fermentagdo do cacau cru, ocorrem mudangas na composicao
polifendlica, que afetam o sabor do chocolate e os metabdlitos tipicos do cacau.
Interac6es complexas entre os polifendis para formar taninos de alto peso molecular
e sua associacdo com proteinas desempenham um papel importante na qualidade
geral de grios de cacau fermentados para a producdo de chocolate (BELSCAK et
al., 2009). O processamento poés-colheita e de fabricagcdo, como fermentacdo e
torrefacdo, afeta as concentracbes de polifendis e metilxantinas e a atividade
antioxidante dos graos de cacau geralmente resultando em uma diminuigcéo,
influenciando assim a qualidade do produto final. Durante o processo de
fermentacdo, a combinacdo de atividades enzimaticas enddgenas e exodgenas,

juntamente com a difusdo de metabdlitos nos cotilédones, permite a polimerizagéao



Pagina |32

de polifendis, o que diminui sua solubilidade, reduzindo o amargor e adstringéncia
dos gréos e auxiliando na liberacdo de metilxantinas do gréo (BATISTA et al., 2016).

Uma mudanca bioquimica muito significativa durante a fermentac&o ocorre
nas proteinas, que correspondem de 10-15% do peso seco das sementes de cacau.
As sementes de cacau possuem duas fracbes proteicas principais bem
caracterizadas, albumina e globulina. A albumina é constituida principalmente por
uma proteina de 21 kDa. As globulinas sdo proteinas de armazenamento de tipo
vicilina, a maioria formada por trés subunidades com massas moleculares de 47
kDa, 31 kDa e 15 kDa, derivadas de um precursor comum de 66 kDa (CALIGIANI et
al., 2016).

Aminoacidos e peptideos sdo gerados a partir da protedlise nos graos de
cacau durante a fermentacdo por enzimas enddgenas ou exdgenas. Enzimas
endoégenas ocorrem naturalmente nos grdos e foram reconhecidas como
endoprotease e carboxipeptidase, e a carboxipeptidase de outras fontes também
pode ser adicionada como enzima exdgena ao processo. Juntamente com 0S
aminoacidos e peptideos, ou moléculas contendo grupos amina, os acucares
redutores atraves da reacdo de Maillard na torrefacdo sdo responsaveis pelo
desenvolvimento do aroma de cacau (JINAP et al., 2008).

Durante a fermentacéo dos graos de cacau por protedlise induzida por acido
das proteinas armazenadoras sdo gerados precursores essenciais das notas
aromaticas especificas do cacau e chocolate, desenvolvidas na torrefacdo. Destaca-
se assim, a importancia da mistura especifica de aminoacidos livres acumulados
(JANEK et al.,, 2016). Entretanto, uma mistura sintética de aminoacidos livres
semelhantes aos presentes em graos de cacau fermentados ndo apresentou aroma

de cacau ou chocolate quando torrados na presenca de acucares redutores e
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manteiga de cacau desodorizada. A partir de resultados de protedlise in vitro e
subsequente determinacéo do potencial do aroma gerado percebeu-se que além dos
aminoacidos livres, peptideos especificos sdo responsaveis pelo aroma tipico do
cacau (VOIGT et al, 1994). Esses peptideos sdo derivados da proteina de
armazenamento globular vicilina (7S) dos grdos de cacau. Portanto, a sequéncia de
aminoacidos dessa proteina do cacau, ausente nas proteinas de armazenamento
globular dos cocos, avelds e sementes de girassol é essencial para a formacao dos
peptideos relacionados ao aroma. Esses peptideos particulares sdo gerados a partir
da vicilina do cacau por cooperacao da clivagem especifica da protease aspartica e
uma carboxipeptidase dos graos de cacau (JANEK et al., 2016).

Em contraste com a carboxipeptidase dos grdos de cacau que tem uma
especificidade semelhante a carboxipeptidase A comercial, a protease aspartica de
cacau ndo pode ser substituida por pepsina comercial, pois as particularidades de
sua especificidade de clivagem sao essenciais para a geracdo dos precursores das
notas tipicas de aroma de cacau (JANEK et al., 2016). Voigt et al. (1994)
observaram sinais de aroma distantemente relacionados com o tipico do cacau,
quando a proteina de armazenamento globular de vicilina (7S) de cacau foi digerida
com pepsina porcina ao invés de protease aspartica de cacau, pos-tratada com
carboxipeptidase A. Sendo os produtos de protedlise obtidos na presenca de
acucares redutores e manteiga de cacau desodorizada.

Caligiani et al. (2016) relataram 35 peptideos relacionados a fermentacéo,
estes pertencentes a vicilina e a albumina de 21 kDa. A fracdo de globulina é a mais
degradada durante a fermentacéo, assim, a prevaléncia quantitativa dos peptideos

foi da vicilina, sendo os mesmos gerados nas etapas iniciais da fermentacdo. Os
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peptideos pequenos foram os mais abundantes, apontando uma extensa atividade
proteolitica geral durante a fermentacao do cacau.

A formacao de pequenos peptideos na fermentacdo do cacau oferece outros
aspectos interessantes, uma vez que pequenos peptideos foram recentemente
discutidos como compostos promotores de saude. Numerosos efeitos biologicos que
beneficiam a saide humana foram identificados para pequenos peptideos originarios
do processamento de laticinios ou sendo formados por degradacédo proteolitica de
proteinas no trato digestivo. O cacau representa uma rica fonte de pequenos

peptideos da dieta (D'SOUZA et al., 2018).

3.7.3 Secagem e armazenamento

A qualidade dos gréaos de cacau (analisadas a partir de aspectos sensoriais,
fisico-quimicos e nutricionais, por exemplo) dependem de uma série de reacdes
bioguimicas, enzimaticas e microbiolégicas que levam a formacdo de metabdlitos
gue determinam o desenvolvimento de aroma e sabor em grédos de cacau, sendo a
maioria desses metabdlitos contribuintes para o perfil sensorial geral de
diferenciacdo de qualidade. O processo de secagem € o estagio de conclusdo dos
processos realizados durante a pds-colheita, portanto, € uma etapa fundamental
para garantir a qualidade sensorial, quimica e microbiolégica do cacau. O principal
objetivo da secagem é a reducdo da umidade em torno de 5 a 7%, pois valores
maiores poderiam levar a contaminacdo microbiana pelo crescimento de fungos e
valores menores poderiam diminuir a qualidade sensorial, ja que o produto fica mais
suscetivel a fraturas e perda de compostos relevantes de aroma e sabor, podendo
também afetar o valor comercial que depende do peso do grao (BARRIENTOS et al.,

2018).
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Logo ap6s a fermentacdo, ocorre a secagem dos grdos, que pode ser
realizada por dois métodos: natural ou artificial, sendo as condi¢cdes climaticas
determinantes na escolha da técnica a ser aplicada. O método natural ocorre com a
exposicao dos graos de cacau ao sol e o artificial através de secador de forno a ar
quente (BEG et al., 2017). Normalmente, no processo de secagem as améndoas
também séao revolvidas, para a remocao uniforme da umidade (SANTOS, 2013). A
secagem reduz os niveis de acidez e a adstringéncia no cacau, diminuindo o
conteudo de compostos volateis. O processo de secagem termina quando o teor de
umidade é inferior a 8% nos grdos (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2011). Os gréos
secos sdo embalados em sacos plasticos para armazenamento em armazéns e

exportacao para diferentes paises (BEG et al., 2017).

3.7.4 Torrefacao

Graos de cacau sao a matéria-prima basica na fabricacdo de chocolate e
outros produtos de cacau. Uma das etapas mais importantes do processo de
producdo é submeter os graos a torrefacdo. Do ponto de vista tecnoldgico, a funcao
de torrefacdo inclui: secagem do nibs, remocao de compostos indesejaveis de sabor
e desenvolvimento do sabor final e cor, e afrouxamento da casca. A exposi¢cado a
altas temperaturas reduz o nimero de microrganismos para fornecer um produto
com maior prazo de validade (BEG et al., 2017).

A escolha das condi¢cOes de torrefacdo depende do tipo de gréo, época de
colheita e localizacéo, tratamento ap0s a colheita e tipo de sabor desejado no
produto final, bem como do equipamento e processo usado. A torrefacédo

convencional € um dos métodos mais comumente usados no processamento
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térmico de grados de cacau, que sdo normalmente expostos a temperaturas entre
130 e 150 °C por 15 a 45 minutos (ZYZELEWICZ et al., 2014).

De acordo com Copetti et al. (2011) a alta temperatura empregada durante a
torrefacdo e os procedimentos usados para obter nibs e licor de cacau, associado a
baixa umidade remanescente nos graos podem destruir 0S microrganismos
presentes. As condicdes de processamento dos grdos também influenciam na perda
de agua, destruicdo de estruturas celulares, formas vegetativas de microrganismos e
a maioria dos esporos (ZYZELEWICZ et al., 2014).

Os precursores essenciais do aroma de cacau e chocolate desenvolvidos na
torrefacdo sdo gerados ao longo da fermentacdo dos grdos de cacau por protedlise
induzida por acido das proteinas de armazenamento (JANEK et al., 2016). A
torrefacdo provoca reacfes quimicas em altas temperaturas onde sao produzidos
compostos de sabor, principalmente a reacdo de Maillard, que ocorre entre aglcares
redutores e grupos amino livres de peptideos e aminoacidos (BUYUKPAMUKCU et
al., 2001).

O cacau é fonte de metilxantinas (teobromina e cafeina) e compostos
fendlicos (epicatequina, catequina e acido géalico) que tém sido descritos com papel
importante na manutencdo da saude humana, com atividades antioxidantes e
antimutagénicas atribuidas aos polifenois. Ao longo do processo de torrefagéo,
condicbes como tempo e temperatura afetam a estabilidade fendlica, com a reducéo

desses compostos (BATISTA et al., 2016).

3.7.4 Descascamento e obtencédo dos produtos de cacau
Ao término da torrefacdo, as améndoas inteiras sao dessecadas,

promovendo a remocao das cascas por peneiracdo, ventilagdo ou succdo, e a
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fragmentacdo da améndoa, obtendo-se o nibs. Os nibs sdo submetidos a moagem
em moinho de facas, obtendo a massa de cacau ou liquor, que segue para a
operacdo de prensagem, gerando a manteiga e a torta de cacau. A partir da
trituracdo da torta de cacau, origina-se 0 cacau em poé, que podera ainda ser
alcalinizado. O liguor, a manteiga e 0 cacau em pO sd0 0s principais produtos
utilizados na fabricacdo de chocolates e alimentos derivados de cacau (PIMENTEL,

2016).

3.8 Subprodutos do processamento de cacau

As atividades de processamento de alimentos podem gerar subprodutos que
contém substancias bioativas com valor nutricional importante, beneficios para a
salude humana e um valor de mercado. Cascas, sementes e caules sao parte dos
materiais residuais que estdo sendo considerados para a reciclagem da industria
agroalimentar, levando a recuperacdo subsequente de valiosos metabdlitos
primarios e secundarios, bem como fibras alimentares a serem usadas como
suplementos para produtos alimenticios. Considerando o volume de producdo do
cacau, € notavel que quantidades substanciais de residuos foram geradas pela
industria de cacau/chocolate (GRILLO et al., 2018).

Estima-se que a producéo de testa do grao de cacau seja muito significativa,
pois representa 12 a 20% da semente de cacau. Considerando a produ¢ao mundial
de grdos de cacau, a geracdo global desse residuo pode ser calculada em
aproximadamente 700 mil toneladas/ano, o que € uma quantia substancial
(INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2016). Durante o processamento dos
graos de cacau encontra-se a geracao de subprodutos, por exemplo, a testa do gréo

de cacau, que em geral € subutilizada ou vista como lixo. E empregada geralmente
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como combustivel em caldeiras e em menor propor¢do na preparacdo de
fertilizantes. Entretanto, outras aplicacdes para a testa do grédo de cacau tém sido
estudadas, como a utilizacdo na alimentacdo animal; aplicacdo como suporte de
biofiltracdo para o tratamento de efluentes da industria de alimentos; producao de
biogas; producéo de extratos ricos em compostos fendlicos com atividade inibitoria
contra a glucosiltransferase na prevencao de cavidades dentérias; além de poder ser
usado como aditivos alimentares, suplementos dietéticos, produtos farmacéuticos e
cosméticos (OKIYAMA; NAVARRO; RODRIGUES, 2017).

A casca da vagem de cacau é um subproduto agropecuario obtido apos a
remocao de gréos de cacau dos frutos de cacau, que por sua vez gera problemas
ambientais. Na cultura do cacau, apenas os graos (cerca de 10% do peso fresco do
cacau) sdo comercialmente valiosos. Para cada tonelada de gréos produzidos, séo
geradas dez toneladas de casca de vagem de cacau, 0 que representa um Seério
desafio para o manejo de residuos. A analise quimica da casca da vagem de cacau
mostrou proteina bruta entre 70 e 90 g/kg, portanto, a partir desse alto teor proteico
foi realizada a otimizacdo da lipase, enzima que representa o biocatalizador
industrial mais importante e faz parte da hidrolase, grupo de enzimas que podem ser
extraidas da proteina da casca da vagem de cacau (KHANAHMADI et al., 2015).

Diversos estudos vém se concentrando em apresentar solucdes para
residuos agroindustriais como os residuos do cacau, por exemplo, para geracao de
biogas (ACOSTA et al.,, 2018), bio-0leo (ADJIN-TETTEH et al., 2018), biodiesel
renovavel (KHANAHMADI et al.,, 2016), biocombustiveis e utilizagdo na industria
quimica e aplicacdes alimentares (LU et al., 2018) agente de encapsulamento e

biomassa (CAMPOS-VEGA; NIETO-FIGUEROA; OOMAH, 2018).
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Recentemente, com o crescimento da industria de alimentos, a quantidade
de residuos alimentares, particularmente residuos de frutas e vegetais, aumenta.
Estes residuos sdo considerados como uma das principais fontes de residuos
sélidos urbanos. Consequentemente, tém sido praticados sistemas de
melhoramento para a reducdo do desperdicio de alimentos, especificamente
reciclagem, para a producdo de muitos produtos uteis, tais como a utilizacdo de
residuos de frutas e vegetais como fonte de compostos bioativos. Estes compostos
tém produtos de alto valor, e sua recuperacdo pode ser economicamente atraente.
Além disso, estes compostos bioativos, incluindo vitaminas, minerais, compostos
fendlicos e outros compostos fitoquimicos, tém beneficios nutricionais e de saude
para os seres humanos. Além de beneficios nutricionais e de saude, os
antioxidantes tém importantes contribuicdes para a industria de alimentos. Eles séo
capazes de impedir a reacdo de propagacao durante o processo de oxidacéo, o que
resulta na manutencdo da qualidade e vida de prateleira dos produtos alimenticios
durante 0 manuseio e armazenamento. Esses residuos podem ainda serem usados
como aditivos alimentares (antioxidantes, antimicrobianos, corantes, aromatizantes e
espessantes) (ELKHATIM; ELAGIB; HASSAN, 2018).

A maior quantidade de perda é verificada por frutas e vegetais, representando
0,5 bilhdo de toneladas. Nos paises em desenvolvimento, as perdas de frutas e
vegetais sdo severas na fase agricola, mas séo explicadas principalmente pela
etapa de processamento, que é responsavel por 25% das perdas. Tém se discutido
o problema dos residuos gerados pela industria de alimentos e a possibilidade de
reutiliza-los ndo apenas para racdo animal ou fertilizacdo orgéanica, mas também
como matéria-prima para novos produtos alimenticios. Geralmente, as camadas

externas e extremidades de frutas e vegetais sdo removidas durante o
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processamento, principalmente pelo descascamento e prensagem; eles
compreendem essencialmente caules, cascas e sementes que ainda contém
grandes quantidades de moléculas bioativas e biopolimeros, resultando em uma
consideravel perda nutricional. A aplicacdo dos residuos de frutas e vegetais do
processamento de alimentos como matéria-prima para o desenvolvimento de novos
produtos alimenticios tem demonstrado relevancia comercial, considerando o
interesse mundial no desenvolvimento sustentavel da industria alimenticia, reducao
de desperdicios alimentares e também no desenvolvimento de novos alimentos
funcionais e nutracéuticos (FERREIRA et al., 2015).

Entre os subprodutos de frutas e vegetais que normalmente ndo tém mais uso
e sdao comumente desperdicados ou descartados encontram-se além dos residuos
do cacau, casca e semente de uva; semente de cereja; casca de banana e macé;
casca de grao de café; bagaco de azeitona; casca, semente e folha de romé&; casca
de batata; semente de abdbora; farelo de arroz (VARZAKAS; ZAKYNTHINOS;
VERPOORT, 2016). O desenvolvimento de solu¢des sustentiveis para a gestao de
residuos alimentares representa um dos principais desafios para a sociedade. Essas
solugcbes devem ser capazes de explorar 0s preciosos recursos representados pelo
desperdicio de alimentos para obter beneficios sociais, econdmicos e ambientais

(GIROTTO; ALIBARDI; COSSU, 2015).
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Capitulo 11

Manuscrito: Propriedades quimicas e atividade antoxidante do

residuo do processamento da améndoa de cacau (7heobroma cacao L)



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Pagina |46

Propriedades quimicas e atividade antioxidante do residuo do processamento da

améndoa de cacau (Theobroma cacao L.)

Ludmila Suzarte Marques dos Santos?, Johnnie Elton Machado dos Santos?, Mariana Barros de
Cerqueira e Silva®; Carolina Oliveira de Souza®, Eduardo Maffud Cilli®, Janice lIzabel Druzian?,

Ederlan de Souza Ferreira®*

aSchool of Pharmacy, Federal University of Bahia, Bardo de Jeremoabo street, 40170-115,

Salvador, BA, Brazil.

bChemistry Institute, Sao Paulo State University, Araraquara-Jau road, 14800-900, Araraquara, SP,

Brazil.

*CORRESPONDING AUTHOR:

Prof. Ederlan de Souza Ferreira
Department of Bromatological Analysis, Federal University of Bahia
Bardo de Jeremoabo street, 147. 40.170-115, Salvador, Brazil

Email address: ederlan.ferreira@ufba.br

Phone: ++55 71 3283-6932


mailto:ederlan.ferreira@ufba.br

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Pagina |47

RESUMO

O cacau ¢ o fruto da arvore Theobroma cacao L., nativa da regido tropical das Américas. Durante 0
processamento do cacau, subprodutos até entdo subexplorados e ndo caracterizados sdo obtidos.
Desta forma, o0 objetivo desse estudo foi caracterizar o residuo em p6 oriundo do processamento
(torrefacdo e descascamento) da améndoa de cacau para viabilizar sua utilizacdo na inddstria de
alimentos. Foram realizadas analises de composicdo centesimal, fisico-quimicas como
determinacédo de pH e atividade de agua, perfil de acidos graxos e compostos volateis por CG-DIC,
composicdo de aminoacidos e minerais individuais, determinacdo de compostos fendlicos e
metilxantinas por CLAE UV-Vis, ensaio de compostos bioativos e atividade antioxidante (DPPH,
FRAP e ABTS) e avaliacdo térmica. O residuo apresentou um conteudo de 14,3% de proteina total
e 29% de lipidios totais com um teor de &cidos graxos saturados (61%) e acidos graxos insaturados
(38%). Adicionalmente, resultados significativos foram observados no ensaio de eliminacdo do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (34,50 puM trolox/g), bem como na caracterizacdo
térmica. A partir dos dados obtidos, o residuo em p6 oriundo do processamento da améndoa de
cacau exibe atributos promissores para ser empregado como ingrediente e/ou suplemento em

produtos alimenticios.

Palavras-chave: Propriedades nutricionais. Aminoacidos essenciais. Metilxantinas. Ingrediente

funcional

1 INTRODUCAO

O cacau é o fruto da arvore tropical Teobroma cacao L. e os tipos Criollo, Forastero e Trinitario,
cultivados no Centro-Oeste da Africa, América do Sul e Asia, sd0 0s que mais se destacam para a
producdo de chocolate (BERTAZZO et al., 2011). A producdo mundial de cacau estd estimada em

4,59 milhdes de toneladas para 2017/2018. Em 2016, os oito maiores paises produtores de cacau
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foram Costa do Marfim, Gana, Indonésia, Nigéria, Equador, Camardes, Brasil e Malasia,
respectivamente. Estes paises juntos produziram cerca de 4,23 milhGes de toneladas, o que
representou mais do que 95% de toda a producdo mundial (CAMPOS-VEGA; NIETO-
FIGUEROA; OOMAH, 2018). Desta maneira, considerando o volume de producdo, quantidades de
residuos também foram geradas pela industria de cacau, como a testa do grdo de cacau, sendo
estimada em aproximadamente 700 mil toneladas/ano (INTERNATIONAL COCOA
ORGANIZATION, 2016).

Atualmente, as pesquisas que visam a producdo de alimentos sustentaveis tém recebido
grande visibilidade por agéncias de fomento, regulatorias e empresas, pois se estima que ainda 1/4
de toda a oferta de alimentos gerada mundialmente é desperdicada (GRILLO et al., 2018;
REDCORN, FATEMI, ENGELBERTH, 2018). Tem sido constatado um aumento crescente na
utilizacdo dos recursos naturais e geracdo de residuos liquidos e s6lidos produzidos pela industria de
alimentos, o que tem favorecido problemas ambientais; no entanto, uma série de estratégias tém
sido apresentadas para minimizar o desperdicio e a geracdo de residuos a partir do processamento
de alimentos. Entre estes, o controle dos processos de maturacdo da matéria-prima e a eficiéncia na
preservacao, distribuicdo e a comercializacao ja sdo bem explorados. Recentemente, 0 emprego de
residuos para producdo de biocombustiveis/biopolimeros, fixacdo de carborno pela compostagem e,
particularmente, a recuperacdo de nutrientes, compostos bioativos e nutracéuticos tém sido
alternativas extensivamente estudadas (GIROTTO, ALIBARDI, COSSU, 2015; KUMAR et al.
2017; REDCORN, FATEMI, ENGELBERTH, 2018).

Os compostos bioativos naturais tém recebido uma atencdo especial devido aos seus efeitos
observados na prevencdo e tratamento de diversas doencas humanas. Por isso, alguns estudos tém
explorado formas alternativas para a extragdo, concentracdo e/ou recuperacdo de muitos
componentes quimicos de interesse comercial que podem promover a saude ou a reducdo do risco

de doencas (KUMAR et al., 2017). Neste sentido, alguns residuos de alimentos, tais como cascas
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de frutas da producdo de sucos, compotas, doces e geleias (ELKHATIM; ELAGIB; HASSAN,
2018), cascas, talos e sementes do processamento de tomate, uva, macd, manga, goiaba e cacau
(HERALDY et al., 2018; WENZEL et al., 2015) tém sido bastante explorados.

Os residuos do cacau (casca da vagem e testa do grdo de cacau) tém sido considerados como
uma fonte vidvel para a producdo de energia renovavel (ACOSTA et al., 2018) e para recuperagao
de compostos bioativos (CAMPOS-VEJA, NIETO-FIGUEROA, OOMAH, 2018; GRILLO et al.,
2018; OKIYAMA, NAVARRO, RODRIGUES, 2017). Alguns autores sugerem que 0s residuos de
cacau poderiam ser utilizados como ingredientes na elaboracdo de produtos ou em suplementos de
alimentos, devido as suas propriedades nutricionais favoraveis, especialmente relacionadas a fibra
dietética e como fonte de compostos considerados antioxidantes naturais (polifendis) e estimulantes
(metilxantinas) que incluem catequina, epicatequina, teobromina e cafeina (CAMPOS-VEJA,
NIETO-FIGUEROA, OOMAH, 2018; LU et al., 2018; OKIYAMA, NAVARRO, RODRIGUES,
2017).

Notadamente, o0 processamento da améndoa de cacau (torrefacdo e descascamento) para a
producdo de chocolate gera um residuo constituido de uma mistura da testa/nibs pouco explorado,
mas considerado rico em fibras e substancias bioativas (GRILLO et al., 2018). Assim, este estudo
apresenta caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e de atividade antioxidante do residuo
produzido a partir do processamento da améndoa de cacau (Theobroma cacao L.), que comprovam
a presenca de propriedades favoraveis para o aproveitamento como ingrediente de produtos e/ou

suplementos de alimentos com apelo funcional.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material e reagentes quimicos
O residuo em po (testa/nibs) oriundo do processamento (torrefagdo e descascamento) da améndoa

de cacau para a producdo de chocolate; a améndoa integral; a testa individualmente (parte da



100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

Pagina |50

améndoa que é o envoltorio dos cotiledones); e o nibs individualmente (cotilédone - parte da
améndoa utilizada para fabricacdo dos produtos) (Figura 2.2S) foram cedidos pela Empresa
AMMA® Chocolate (Salvador, BA, Brasil). Todos os reagentes utilizados foram obtidos a partir da

empresa Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, EUA), quando néo houver especificacao.

2.2 Obtencéo da farinha integral e desengordurada

O residuo, a améndoa, a testa e o nibs foram triturados em moedor de grdos manual. Depois foram
desengordurados utilizando n-hexano (1:8 m/v), sob agitacdo constante por 6 h em temperatura
ambiente (25 °C). Este processo foi repetido nas mesmas condic¢des. Depois, 0 material foi filtrado,
deixado em estufa com circulacdo de ar (55 °C/6 h) e pulverizado (32 mesh). As farinhas integrais e
desengorduradas foram acondicionadas em plasticos de poliestireno sob temperatura de refrigeraco
(5-8 °C) até a realizacdo das analises subsequentes, que quando ndo houver especificagdo foram

realizadas com a farinha integral.

2.3 Andlise térmica

As curvas termogravimétricas (TG/DTG) foram obtidas utilizando um sistema de analise térmica
Pyris 1 TGA (PerkinElmer®, Massachusetts, USA), de acordo com a metodologia descrita por
Mici¢ et al., (2015), com algumas adaptagdes. Aproximadamente 5 mg de amostra foi aquecida de

25 a 900 °C, a uma taxa de 15 °C/minuto, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 45 mL/minuto.

2.4 Parametros fisico-quimicos e colorimetria

A determinacdo de substancias volateis por secagem a 105 °C, o potencial de hidrogénio (PHS-3D,
San-Xin Instrumentation®, Shanghai, China), atividade de agua (AquaLab LITE® Decagon Devices,
Washington, USA) e acidez total titulavel (expresso em mL de NaOH 0,1 mol/L) foram realizadas

de acordo com as metodologias descritas pela AOAC (2000). Os parametros de cor foram
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determinados utilizando o colorimetro CR-5 (Konica Minolta®, Bench-top, Tokyo, Japan), de
acordo com as especificacbes do fabricante. Os resultados foram expressos de acordo a
cromaticidade do espago em: L* (luminosidade), a* (coordenada vermelho/verde), b* (coordenada

amarelo/azul), C* (saturacdo) e h* (angulo de tonalidade).

2.5 Compostos volateis

A determinacdo de compostos volateis foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Zyzelewicz et al. (2018), com algumas adaptacgdes, utilizando um injetor Head Space (TurboMatrix
HS 16, PerkinElmer®, Massachusetts, USA) acoplado a um cromatografo gasoso com detector de
espectrometria de massas (CG-EM) (Clarus 500 MS, PerkinElmer®, Massachusetts, USA). Foram
utilizados os seguintes na analise: O Head Space foi operado com tempo de extracdo de 30 minutos
a 140 °C e agulha e linha de transferéncia a 150 °C e 170 °C respectivamente. O tempo de
pressurizacao foi de 2 min., e o tempo de injecdo de 1 min. A injecdo em CG-EM foi em modo
splitless, utilizando uma camara de vaporizagdo com um diametro interno de 2 mm, e temperatura
de injecdo de 180 °C. A separacdo foi em coluna Elite-Wax (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) com uma
temperatura inicial de 45 °C por 10 min, aumentando 5 °C/min até 60 °C, novo aumento a 2°C/min
até 100 °C, 10 °C/min até 180 °C por 9 min, totalizando 60 min. O gas de arraste foi o hélio a 1
mL/min. A fragmentacdo de moléculas no espectrometro de massas foi obtida por ionizacdo por
impacto de elétrons (EI) com energia de 70 eV. A identificacdo dos picos dos produtos volateis das
amostras foi realizada por comparagdo dos seus espectros de massa com 0s espectros da base de
dados referéncia do National Institute of Standards and Technology (NIST) e a quantificacdo

expressa como areas totais de cada pico.



150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

Pagina |52

2.6 Composicgao centesimal

Na farinha integral e desengordurada do residuo foram realizadas quantificagdes de cinzas totais por
incineracdo da amostra a 550 °C, proteina total pelo método de Kjeldahl, utilizando o valor 6,25
como fator de conversdo de nitrogénio, fibra bruta pela digestdo &cida (1,25% &cido sulfurico) e
alcalina (1,25% hidroxido de sddio), e carboidratos totais (por diferenca) de acordo com as
metodologias descritas pela AOAC (2000). Os lipidios totais foram quantificados empregando-se o

método de Bligh e Dyer (1959).

2.7 Andlise individual de minerais

A quantificacdo de célcio, potassio, magnésio, sodio, ferro, selénio, cobre, manganés, zinco e
fésforo foram realizadas de acordo como proposto por Torres-Moreno et al. (2015). As amostras
(0,4 g) foram digeridas em forno micro-ondas (Provecto Analitica®, Jundiai, Brasil), com 3 mL de
acido nitrico (70%) e 1 mL de perdxido de hidrogénio, em frascos reatores para digestdo acida, com
0 seguinte procedimento: 1° (8 min/200 W), 2° (8 min/300 W), 3° (16 min/ 600 W), 4° (16 min/
660 W), 5° (0 min/0 W). Em seguida, a analise foi realizada por Espectrobmetro de Emissao 6tica
com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES 720 series, Agilent Technologies®, California,
USA). Um controle negativo (branco de reagente) e folha de maca (NIST 1515, Gaithersburg,
EUA) foram utilizados como material de referéncia certificado. Os resultados das concentracoes de

cada elemento foram expressos em mg por 100 g de amostra.

2.8 Composigdo de aminoacidos

A farinha desengordurada (1 g) foi submetida a hidrolise acida com 1 mL de HCI (6 mol/L),
contendo 80 pL de solucgéo de fenol (5%) por 72 h a 110 °C sob atmosfera de N.. Depois, o0 material
foi seco e solubilizado em 500 pL de solugcdo de citrato de soédio (0,2 mol/L, pH 2,2). A

determinacdo dos aminodcidos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme
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Nakaie et al. (2011), utilizando um cromatogréafo (Shimadzu® VP, Kyoto, Japan), com uma coluna
Shim-Pack Amino-NA (4,6 x 100 mm) de troca i0nica, fluxo 0,4 mL/minutos em temperatura de 60
°C. Para a funcionalizacdo (p6s-coluna) foi utilizado o ortoftalaldeido (OPA) e a detec¢do por
fluorescéncia em A de excitagdo de 350 nm e de emissdo em 450 nm. A identificacdo dos
aminoacidos foi realizada por compara¢do com os tempos de retencdo dos picos do padrdo de
aminoéacidos (AAS18, SigmaAldrich®, St Louis, MO, USA) e a quantificagdo através da relagdo das
areas dos picos com o fator de resposta obtido do padrdo. Os resultados foram expressos em pg.g™

amostra.

2.9 Composi¢ao em &cidos graxos

A composicdo de acidos graxos dos lipidios totais do residuo e da améndoa de cacau foi realizada
apos a esterificacdo dos acidos graxos (JOSEPH; ACKMAN, 1992). Uma aliquota dos lipidios
totais foi submetida a reacdo de saponificagio com NaOH em metanol (0,5 N), seguida de
metilacdo com catalisador BF3 (12% em metanol) e extragdo com isooctano. Os ésteres metilicos
de acidos graxos foram separados por cromatografia gasosa (CG) com detector de ionizagdo de
chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida ELITE-WAX (30 m x 0,32 mm x 0,25 um), de
acordo com 0s seguintes parametros: temperatura do injetor 250 °C; temperatura do detector 280
°C; temperatura da coluna programada a 150 °C por 16 minutos e aumentando 2 °C por minuto até
180 °C; permanecendo nessa temperatura por 25 minutos e aumentando 5 °C até 210 °C; e
permanecendo nessa temperatura por 25 minutos. Hélio foi utilizado como gas de arraste a 1,3
mL/minuto. As injecbes foram realizadas no modo split (1:50) com volume de 1 pL. A
identificacdo dos acidos graxos foi realizada por comparacdo dos tempos de retencdo dos picos das
amostras com o tempo de retencdo dos ésteres metilicos de acidos graxos de padrdo mix (189-19,

Sigma, EUA). A quantificacédo foi realizada por método de padrdo interno e externo.
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2.10 Fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante

Aliquotas (0,1 g) das amostras desengorduradas foram homogeneizadas com 10 mL da solugéo
extratora (70:29,5:0,5 v/vlv, acetona/agua destilada/acido acético) e submetidas agitagdo vigorosa
por 5 min. Depois, o0 extrato foi centrifugado (3700 rpm/25°C/15 min.), o sobrenadante recolhido,
filtrado (0,45 pum) e utilizado para a quantificacdo de fenolicos totais, flavonoides totais, € nos
ensaios de atividade antioxidante de capacidade de reducdo do ion férrico (FRAP), eliminacdo do
radical ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) e eliminagdo do radical DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazil).

2.10.1 Fendlicos totais

A quantificacdo de fendlicos totais foi realizada empregando-se a metodologia reportada por
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999), utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. Aliquota
(30 ul) do extrato foi adicionado 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 10%, apds 5 minutos,
depois adicionado 2 mL de carbonato de sodio (Na2COz) a 7,5%. Apds 2 horas de repouso ao
abrigo da luz e temperatura ambiente foi realizada a leitura em 760 nm, utilizando um
espectrofotbmetro UV/Vis (LAMBDA 35, PerkinElmer®, Massachusetts, USA). A catequina
(SigmaAldrich® Co., St. Louis, USA) foi utilizada para a curva padréo (y = 2,3609.x + 0,0418, R2 =
0,9916). Os resultados foram expressos em mg de equivalente de catequina por grama de amostra

(mg EC/g amostra).

2.10.2 Flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides totais foi realizada empregando-se a metodologia reportada por
Gultekin-Ozguven, Berktas e Ozcelik (2016). Aliquota (100 pl) do extrato foi adicionado 2,25 mL
de &gua deionizada e 0,15 mL de nitrito de sédio (NaNO2) a 5%. Depois, foi adicionado 0,3 mL de

cloreto de aluminio (AICI3) a 10%, 1,0 mL de hidroxido de sédio (NaOH 1 mol/L), mantido sob
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agitacio vigorosa por 5 segundos e a leitura realizada em 510 nm (LAMBDA 35, PerkinElmer®,
Massachusetts, USA). A curva padrdo utilizada foi a mesma para a quantificacdo de fendlicos
totais, portanto, os resultados foram expressos em mg de equivalente de catequina por grama de

amostra (mg EC/g amostra).

2.10.3 Ensaio de eliminacgéo do radical DPPH

O ensaio de eliminagéo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizado de acordo como
proposto por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Diferentes diluigdes do extrato foram
preparados e adicionados a 3,9 mL do radical DPPH (0,06 mM). Apds 30 minutos em repouso e ao
abrigo da luz, foi realizada a leitura no comprimento de onda a 515 nm em espectrofotdmetro
UV/Vis (LAMBDA 35, PerkinElmer®, Massachusetts, USA). A porcentagem de inibigdo foi
calculada a partir dos valores da absorbancia do extrato com a curva (y = -0,0003x + 0,7049, Rz =
0,9934) obtida com o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico). Os resultados

foram expressos em UM de trolox por grama de amostra (UM Trolox/g).

2.10.4 Ensaio de capacidade de reducdo do ion férrico (FRAP)

O ensaio de FRAP foi realizado de acordo como proposto por Benzie e Strain (1996), utilizando-se
0 reagente constituido TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (10 mM) em tampdo acetato (0,3
M/pH 3,6) contendo cloreto férrico (20 mM). Diferentes dilui¢bes do extrato foram preparados e
adicionados a 2,7 mL do reagente FRAP e a reacdo foi mantida em repouso (37 °C por 30 minutos).
Depois, foi realizada a leitura no comprimento de onda a 595 nm em espectrofotometro UV/Vis
(LAMBDA 35, PerkinElmer®, Massachusetts, USA). Uma curva padrdo (y = 0,0008x + 0,156, R? =
0,9987) de sulfato ferroso (FeSO4) em diferentes concentragdes (500 uM a 2000 uM) foi preparada
e utilizada. Os resultados foram expressos em UM de sulfato ferroso por grama de amostra (UM

FeS04/q).
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2.10.5 Ensaio de eliminagéo do radical ABTS

O ensaio de eliminagdo do radical radical ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)
foi realizado de acordo como proposto por Re et al. (1999), utilizando-se o reagente constituido de
ABTS (7 mM) contendo persulfato de potassio (140 mM). Diferentes dilui¢des do extrato foram
preparados e adicionados a 3,0 mL do reagente ABTS e a reagdo foi mantida em repouso
(temperatura ambiente por 10 minutos). Depois, foi realizada a leitura no comprimento de onda a
734 nm em espectrofotdmetro UV/Vis (LAMBDA 35, PerkinEImer®, Massachusetts, USA). Uma
curva padréo (y = -0,0003x + 0,7049, R? = 0,9934) de trolox em diferentes concentragdes (100 a
2000 puM) foi preparada e utilizada. Os resultados foram expressos em pM de trolox por grama de

amostra (LM Trolox/g).

2.11 Compostos fenolicos e metilxantinas majoritarios

O extrato foi obtido pela homogeneizagdo da amostra desengordurada (0,1 g) em 10 mL de solucao
metanolica (70%), mantido sob agitacdo vigorosa (temperatura ambiente por 5 min.), centrifugado
(3500 rpm/25 °C/10 min.), recolhido e filtrados (0,22 um). Posteriormente, 10 uL de amostra foi
analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Flexar, PerkinElmer®, Massachusetts, USA)
em coluna de fase reversa (C18 x 0,45 x 25 cm), acoplado com detector UV/VIS, ), como proposto
por Deus et al. (2018) com algumas adaptacdes. O gradiente utilizado foi de 7 minutos em 100% de
A, 33 minnutos para atinguir 30% de A, e 10 minutos para retornar a condicéo inicial. O sistema de
solvente utilizado foi A (1% de &cido fosférico em agua ultrapura) e B (metanol), com fluxo de 0,6
mL/minuto, temperatura de 30 °C e deteccdo em 280 nm. As curvas de calibracdo dos padrdes
foram analisadas em triplicata a partir de 8 concentragOes diferentes, como seguem as equacoes:

acido galico (y = 122321x + 1289,2, R2 = 0,9994), catequina (y = 69442x + 2042,6, Rz = 0,9999),
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epicatequina (y = 39792x + 6635,4, Rz = 0,9994), teobromina (y = 124728x + 227314, Rz = 0,9990)

e cafeina (y = 147749x + 63591, R2 = 0,9998).

2.12 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) unidirecional (one-way) e as
diferencas entre médias foram avaliadas pelo teste de Tukey, utilizando o software SigmaStati® 3,5.
O nivel de significancia foi considerado quando P < 0,05. Todos os resultados foram apresentados

como média * desvio padrdo de trés analises independentes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracteristicas fisico-quimicas do residuo

Os resultados das curvas termogravimétricas do residuo gerado do processamento da
améndoa de cacau, em comparacdo com outros elementos estdo apresentados na Figura 2.1. A
andlise termogravimétrica foi utilizada para avaliar a caracterizacdo térmica das farinhas integrais
entre 25 a 900 °C, pois através do intervalo de caracterizacdo de uma substancia submetida a
aquecimento, é possivel monitorar até qual condi¢do de temperatura a sua composicao permanece
inalterada.

A caracterizacdo térmica foi determinada a partir da temperatura do inicio de degradacédo da
amostra. Inicialmente, houve um leve decréscimo na perda de massa em aproximadamente 100 °C,
de 2,37% para o residuo e 3,01% para a améndoa, em funcdo da desidratacdo. Contudo, a
temperatura do inicio da degradacdo mais significativa para ambas as amostras foi semelhante, no
residuo (284 °C) e na améndoa (261 °C). No estagio entre 180 e 380 °C, a perda de massa com a
eliminacdo dos componentes volateis pode ser atribuida a degradacdo de hemicelulose e celulose
(ADJIN-TETTEH et al., 2018). No residuo verificou-se a temperatura maxima do primeiro pico de

degradacéo e a sua perda de massa (347 °C e 22%), e a temperatura méxima do segundo pico de
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degradacédo e a sua perda de massa (483 °C e 57%), semelhante a observada na améndoa, que
apresentou a temperatura maxima do pico de degradacédo e a sua perda de massa (464 °C e 63%).
Entre 400 e 600 °C ocorre a etapa da oxidacdo do carbono fixo, com a porcdo final composta de
elementos inorganicos (ADJIN-TETTEH et al., 2018), a temperatura e a perda de massa (%),
respectivamente, do final da degradacdo foi obtida no residuo (722 °C e 93%) e na améndoa (480

°C e 75%). Sendo portanto, observado perfil semelhante para as amostras.
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Figura 2.1 — Curvas de termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG) do residuo integral gerado do
processamento da améndoa de cacau, em comparagdo com outros elementos
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Os eventos de degradagdo sdo caracterizados por desidratacdo e degradagdo das matérias
organicas, primeiramente, &cidos graxos insaturados, proteinas e polissacarideos e depois a
degradacéo dos acidos graxos saturados e outras substancias formadas durante a polimerizacdo dos
produtos de degradacdo anteriores da amostra, como analisado por Mici¢ et al. (2015) para farinhas
de semente de framboesa e amora-preta.

Na Tabela 2.1 estdo apresentados os resultados dos parametros fisico-quimicos das farinhas
integrais do residuo e da améndoa de cacau. Os valores de substancias volateis a 105 °C (umidade)
para o residuo, améndoa, nibs e testa foram 3,98; 6,53; 1,34 e 4,15, respectivamente, encontrando-
se semelhantes aos reportados por Djikeng et al. (2018) em améndoas submetidas a diferentes
métodos e tempos de torrefacdo que variaram entre 3,98 a 6,40%, sendo o teor no residuo inferior
ao na améndoa. Fator este importante, pois a reducdo da umidade contribui para o longo prazo de
validade de produtos, como o cacau em pd, através da diminuicdo da atividade de agua e inibicao de
reacbes quimicas e bioldgicas que podem limitar a qualidade dos alimentos (DJIKENG et al.,

2018).

Tabela 2.1 — Comparacdo dos parametros fisico-quimicos de residuo integral gerado do

processamento da améndoa de cacau com outros elementos

Parametros* Améndoa Nibs Testa Residuo

Substancias volateis (/100 g) 6,53 +0,10° 1,34 +0,05¢  4,15+0,08° 3,98 + 0,09°

Atividade de 4gua (Aw) 0,39+0,01* 0,10+0,01° 0,13+0,01° 0,18 +0,01°
pH 480+0,01* 450+001° 4,76+0,05  4,80+0,01°
Acidez titulavel (%) 14,07 +0,49° 1342+0,59® 38,84+0,87° 3553 +0,46°

*Resultados expressos em média + desvio padrao de trés analises independentes. Diferentes letras na mesma

linha indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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A atividade de &gua diferiu significativamente entre a améndoa (0,39) e o residuo (0,18) e
valores inferiores foram observados para o nibs (0,10) e a testa (0,13). No estudo de Copetti et al.
(2011), analisando gréos de cacau ao longo do estagio de processamento primario, foi verificado um
decréscimo na atividade de &gua, obtendo-se na fermentagdo uma média de 0,99 (0,98 - 0,99) e nas
diferentes etapas do processamento industrial uma média de 0,42 (0,18 a 0,63), 0 que corrobora a
diferenca observada entre as etapas de processamento no presente trabalho. J& Quiroz-Reyes e
Fogliano (2018) observaram valores de atividade de &gua superiores para as améndoas das
variedades Forastero (0,52) e Criollo (0,46) produzidas no México, o que pode ser explicado pelas
diferencas de origem dos cacaueiros, bem como os tipos de clima, solo, vegetacdo e cultivo.

Os resultados de pH foram iguais para ambas as amostras (4,8), ndo apresentando diferenca
significativa, exceto para o nibs (4,5). Brito et al. (2017) verificaram um decréscimo no pH dos
graos de cacau de 6,56 no inicio do processo para 4,98 no sexto dia de fermentacdo, sendo este
valor muito préximo ao encontrado nas améndoas fermentadas do presente trabalho; € na etapa de
fermentacdo que a atividade de alguns micro-organismos encontrados naturalmente nos gréos de
cacau leva a uma série de reacfes bioquimicas essenciais para o desenvolvimento do sabor de
chocolate, tais como o abaixamento do pH (BRITO et al., 2017).

Na analise de acidez titulavel os resultados foram similares para o residuo (35,53 mL de
NaOH 0,1 M) e a testa (38,84 mL de NaOH 0,1 M) e para o nibs (13,42 mL de NaOH 0,1 M) e a
améndoa (14,07 mL de NaOH 0,1 M), cujo valor foi semelhante ao encontrado por Brito et al.
(2017) (13,78 mEq NaOH/100 g) no sétimo dia de fermentagéo e Zyzelewicz et al. (2018) (13,70
mL de NaOH 1 M/100g). Portanto, houve diferenca significativa entre o residuo e a améndoa. Esses
altos valores do parametro acidez podem ser vistos como um atributo desejado para a industria de
processamento, devido, em meio &cido ocorrer a reducdo da deterioracdo causada pelos

microrganismos (MILANEZ et al., 2018).
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Conforme apresentado na Tabela 2.2, a determinacdo de cor mostrou diferencas
significativas entre as farinhas integrais apenas para os parametros L* e h* quando comparado o
residuo a améndoa. Os resultados dos espacos de cor obtidos foram: para o residuo L* (32,00), a*
(11,71), b* (16,48), C* (19,86), h* (53,84); para a améndoa L* (39,57), a* (11,22), b* (14,00), C*
(17,94), h* (51,50). O L* indica a luminosidade, enquanto o a* e 0 b* indicam as coordenadas
cromaticas, +a* a direcdo do vermelho, -a* a dire¢do do verde, +b* a direcdo do amarelo e -b* a
direcdo do azul. O C* indica o croma (saturacdo) sendo 0 o valor no centro, que aumenta conforme

a distancia deste e o h* um angulo de tonalidade.

Tabela 2.2 — Comparagdo dos pardmetros colorimétricos de residuo integral gerado a partir do

processamento da améndoa de cacau com outros elementos

Parametros* Améndoa Nibs Testa Residuo

L* 39,57 + 0,652 32,89 + 0,26° 36,57 +0,98° 32,00 +0,73°
c* 17,94 £ 0,48° 18,03 + 0,60 25,36 + 0,807 19,86 + 0,97"
ax 11,22 +0,26° 11,21 +0,55° 13,71+ 0,33" 11,71 +0,42°
b* 14,00 £ 0,41° 13,88 +0,53° 21,33+ 0,742 16,48 + 0,63"
h* 51,50 + 0,38° 50,05 + 0,56° 57,49 +0,31° 53,84 + 0,52°

*Resultados expressos em média + desvio padrdo de trés anélises independentes. Diferentes letras na mesma

linha indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Quiroz-Reyes e Fogliano (2018) encontraram para améndoas de cacau Forastero analisadas
cruas e apos torrefacdo a 150°C, respectivamente, valores de L* (55,3 e 46,3) b* (12,6 e 24,3). Na
variedade Criollo obtiveram L* (66,3 e 53,4) e b* (22,6 e 29,0), observando a partir da torrefagdo o
aumento da intensidade da cor marrom (diminuicdo em L* e aumento do valor b*) devido a

formacdo de melanoidinas (polimero heterogéneo de alto peso molecular), e para o a* nas
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améndoas torradas (11,5 e 12,2) os valores séo similares ao encontrados neste estudo. Assim como,
semelhante ao residuo, o L* (31,59) verificado por Zyzelewicz et al. (2018) para chocolates feitos
com 100% do licor de cacau de améndoas nio torradas (cruas) e o L* (31,59) por Zyzelewicz et al.
(2014a) para améndoas de cacau torradas a 150 °C. Ambos os resultados de h* encontram-se no
eixo +a* (vermelho) e no residuo em comparacdo com a améndoa ocorreu aumento de b* e
diminuicdo de L*, mostrando uma intensificacdo da cor marrom no residuo.

Os resultados dos compostos volateis presentes no residuo gerado do processamento da
améndoa de cacau com outros elementos estdo apresentados na Tabela 2.3.

A composicdo dos compostos organicos volateis das améndoas de cacau € influenciada pelo
genotipo e origem dos graos, pela condicdo agroclimatica de crescimento, pela fermentacéo,
secagem, armazenamento pds-colheita e as etapas de fabricagcdo como torrefacédo, resultando em um
sabor caracteristico sobre o produto final, sendo possivel encontrar mesmo apds tratamentos
térmicos, compostos desenvolvidos antes e depois da fermentacdo dos grdos de cacau (ACIERNO
etal., 2016; DURME, INGELS, DE WINNE, 2016; RAMOS et al., 2014).

Os compostos volateis apresentaram diferenca significativa entre as amostras, sendo
encontrados um total de oito compostos para o residuo e a améndoa, sete na testa e dez no nibs. No
residuo foram identificados dois aldeidos volateis, um alcool e cinco acidos; na améndoa, um
aldeido volatil, um aldeido semi-volatil, duas cetonas e quatro acidos; na testa, um aldeido volatil,
um alcool e cinco acidos; no nibs, dois ésteres, trés alcoois, uma cetona e quatro acidos. Ja no
residuo, os compostos majoritarios foram um aldeido volatil: 3-metilbutanal, um composto
aromatico crucial que contribui para a intensidade do aroma de chocolate, sendo descrito como odor
do malte e do chocolate (DURME, INGELS, DE WINNE, 2016; RODRIGUEZ-CAMPOQOS et al.,
2012) e um &cido: &cido acético. Essa elevada concentracdo tambeém foi perceptivel no valor de

acidez total; para a améndoa foram dois acidos: acido 2-metilpropanoico e acido 3-metilbutanoico.
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A presenca de alcoois é geralmente desejada para obter produtos de cacau com notas florais
e doces (RAMOS et al, 2014; RODRIGUEZ-CAMPOS et al.,, 2012), por exemplo, 2-

furanometanol encontrado no residuo.
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Tabela 2.3 — Comparacdo dos compostos volateis presentes no residuo integral gerado do processamento da améndoa de cacau com outros elementos

Compostos* Améndoa Nibs Testa Residuo
Aldeidos volateis

3-metilbutanal n.d. n.d. 5587791872,02 4161002327,0°

Dissulfeto de dimetila 93414459,4% n.d. n.d. 76630324,0°
Aldeidos semi-volateis

Benzeneacetaldeido 139076988,2 n.d. n.d. n.d.
Esteres

3-Metil-1-butanol acetato n.d. 57023489,6 n.d. n.d.

Ethanol, 2-nitro-,proprionate n.d. 424819127 n.d. n.d.
Alcoois

3-Metil-1-butanol n.d. 22635683,9 n.d. n.d.

2,3-Butanediol n.d. 79956925,2 n.d. n.d.

2-furanometanol n.d. 18919141,1°¢ 144740873,22 45867744,8°
Cetonas

1-hidroxi-2-propanona 103836529,2 n.d. n.d. n.d.

2-(hidroximetil) norbornadieno 66848223,5% 34536854,8° n.d. n.d.
Acidos

Acido acético n.d. 15394060152,0° 16191455232,0° 15332030464,0°

Acido propanoico 71798246,0° n.d. 109844084,0? 79110240,6°

Acido 2-metilpropanoico 518376064,0% 165090101,0¢ 382976943,8° 290039680,0°

Butirolactona 28218360,0° 20243607,0° 57382281,39% 55576745,8?

Acido 3-metilbutanoico 613174271,9° 192903380,5¢ 690298812,6° 344556224,0°

*Resultados expressos em média de area do cromatograma de trés anélises independentes. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa entre as

médias pelo teste de Tukey (P < 0,05). n.d., ndo determinado.
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O teor de alcoois é aumentado na fase de torrefacdo, além dos produtos da reagdo de
Maillard - pirazinas e aldeidos, que séo favoraveis pois conferem notas frutadas e florais ao produto
final, como 3-metilbutanal - formado a partir dos precursores valina e acgtcares redutores (TRAN et
al., 2015) ndo detectado na améndoa e identificado no residuo; nesta etapa também ocorre 0
decréscimo no contetdo do acido 3-metilbutanoico - que apresenta odor semelhante a queijo azul
desagradavel, portanto a diminuicdo é ideal (TRAN et al., 2015), observado neste estudo na
améndoa em elevadas quantidades e no residuo em menores valores (ASCRIZZI et al., 2017).

Compostos semelhantes aos encontrados no residuo (&cido acético e ao éacido 3-
metilbutanoico) foram reportados por Zyzelewicz et al. (2018) para chocolates feitos com 100% do
licor de cacau de améndoas torradas, que através da avaliacdo organoléptica receberam notas muito
altas variando de 4,7 a 4,8 em uma escala de cinco pontos e foi observado que o contetdo de 3-
metilbutanal diminuiu gradualmente em chocolates com maior teor de licor de cacau de améndoas
cruas, ndo sendo detectado nos chocolates feitos com 100% do licor de cacau de améndoas cruas,
assim como no presente estudo, na améndoa. Durante a fermentagcdo com a quebra dos agUcares da
polpa que envolve os graos de cacau ocorre um aumento do nivel de acidos organicos como o acido
propanoico, 4acido 2-metilpropanoico, acido 3-metilbutanoico e é&cido acético, importantes
compostos aromaticos ativos no cacau (KONGOR et al., 2016; RODRIGUEZ-CAMPOS et al.,
2012), sendo alguns desses encontrados na améndoa e em maior quantidade o acido 2-

metilpropanoico e o acido 3-metilbutanoico.

3.2 Propriedades nutricionais

Os resultados da composigéo centesimal das farinhas integrais e da farinha desengordurada do
residuo de cacau estdo apresentados na Tabela 2.4. Para todos os componentes analisados houve
diferenca significativa entre as farinhas integrais, exceto na fibra bruta. O teor de residuo mineral

fixo (cinzas totais) encontrado na améndoa (3,40%) foi inferior ao do residuo (6,20%) e quanto ao
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residuo desengordurado (7,89%) houve ainda um teor mais elevado, similar ao observado no estudo
de Djikeng et al. (2018) que demonstrou o teor de cinzas dos grdos aumentado com a torrefacao.
Valores equivalentes de cinzas (7,35 e 6,76%) para casca da améndoa de cacau também foram
encontrados por Martinez et al. (2012) e Torres-Moreno et al. (2015), que relatam teor semelhante
ao da améndoa neste estudo, para amostras de améndoa de cacau (3,56%). Valores inferiores ao teor
obtido no residuo do processamento da améndoa de cacau foram observados por Valério et al.
(2015) no residuo de semente de urucum (5,22%) e Ferreira et al. (2015) em farinha de residuos de
frutas e vegetais (laranja, maracuja, melancia, alface, abobrinha, cenoura, espinafre, horteld, inhame

e pepino) (4,93%).

Tabela 2.4 — Composicdo centesimal e de minerais majoritarios de residuo integral e
desengordurado gerado do processamento da améndoa de cacau

Componentes (g/100 g) Améndoa Residuo Residuo desengordurado
Proteina total 6,98 + 0,04° 9,73 + 1,00 14,30 + 3,84%
Lipidios totais 44,87 £ 0,942 29,02 +0,79° 6,62 +0,18°
Cinzas totais 3,40 £ 0,07° 6,20 + 0,06" 7,89 + 0,14%
dos quais (mg/100 g):
Célcio (Ca) 88,06 £1,24°¢ 136,4 +1,34° 173,58 £1,712
Potassio (K) 1022,46 +8,94°  1695,97 + 8,27° 2158,26 + 10,522
Magnésio (Mg) 355,85+ 1,78° 666,53 + 6,57" 848,21 + 8,362
Sodio (Na) 18,52 + 2,612 14,66 + 1,56° 18,66 + 1,992
Ferro (Fe) 3,22 + 0,242 11,63 + 0,15° 14,80 £ 0,19°
Selénio (Se) LOD LOD LOD
Cobre (Cu) 18,52 + 2,612 14,66 + 1,56° 18,66 + 1,99°
Manganés (Mn) 3,65 + 0,652 6,27 +0,10° 7,98 +0,13°
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Zinco (Zn) 4,44 +0,09? 6,37 +0,09° 8,11 +0,11°

Fosforo (P) 485,45 + 3,90° 804,09 + 4,83° 1023,27 £ 6,15°
Fibra bruta 16,49 + 0,81% 13,80 + 0,67° 17,84 + 0,89%
Carboidratos totais! 44,75 £ 0,20° 55,05 + 1,69° 71,19 + 2,702

*Resultados expressos em média + desvio padrdo de trés analises independentes. Diferentes letras na mesma
linha indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). *Calculado pela
diferenca da soma entre os demais componentes analisados, como reportado em material e métodos. LOD,
abaixo do limite de detecc¢ao.

O contetdo de proteina total do residuo (9,73%) foi superior ao da améndoa (6,98%),
entretanto quanto ao residuo desengordurado (14,30%) devido a concentracdo dos compostos houve
valor ainda superior, através da quantificacdo pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2000) da proteina
total precipitada diretamente com TCA 20% - 4cido utilizado para precipitacdo de macromoléculas,
como proteinas, devido a possibilidade de obtencdo de um resultado superestimado.

A proteina total do residuo desengordurado foi similar a reportada por Hu, Kim e Baik
(2016) (14,34%) para améndoas de cacau ndo torradas. Valores semelhantes foram observados por
Torres-Moreno et al. (2015) (12,79 e 12,82%) que explicam a variacdo na composi¢do das
améndoas de cacau devido a suas diferentes origens geogréaficas, assim como Bertazzo et al. (2011)
(11,8 — 15,7%).

O valor de lipidios totais do residuo (29,02%) foi inferior quando comparado a améndoa
(44,87%), que apresentou teor superior ao encontrado por Djikeng et al. (2018) (38,16 - 41,23%) e
semelhante ao observado por Hu, Kim e Baik (2016) (45,63%) e Torres-Moreno et al. (2015)
(43,45%). Para o residuo desengordurado (6,62%) o valor encontrado € justificado pelo processo de
extracdo dos lipidios.

Os teores de carboidratos totais encontrados no residuo integral (51,06%) e desengordurado
(67,16%) foram superiores ao da améndoa (30,98%), cujo valor foi similar (27,67 — 30,78%) ao
reportado por Djikeng et al. (2018), onde observou-se que devido a torrefacdo o conteudo de

carboidratos aumentou. Resultados proximos ao da améndoa (33,78%) também foi observado por
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Torres-Moreno et al. (2015). Os resultados de fibra bruta para o residuo, a améndoa e o residuo
desengordurado foram 13,80, 16,49 e 17,84% respectivamente, apresentando diferenca
significativa. Valores semelhantes foram observados por Martinez et al. (2012) (16,75-16,89%)
para mucilagem de cacau — substancia gelatinosa de estrutura complexa, que interage com a agua,
aumentando de volume e formando uma solugéo viscosa presente no involucro de muitas sementes.
Enquanto, Torres-Moreno et al. (2015) encontraram resultados varidveis para fibra (11,30 a
19,47%) que podem ser justificados pela diversidade regional das améndoas. Ferreira et al. (2015)
em farinha de residuos de frutas e vegetais (laranja, maracuja, melancia, alface, abobrinha, cenoura,
espinafre, horteld, inhame e pepino) encontraram valor superior de fibra bruta (21,5%), devido a
grande variedade de frutas e vegetais utilizados.

Os resultados dos minerais majoritarios estdo apresentados na Tabela 2.4. Em compara¢do
aos dados reportados para améndoas de cacau ndo torradas do Equador e Gana (TORRES-
MORENO et al., 2015) e em améndoas submetidas a diferentes métodos e tempos de torrefacdo
(DJIKENG et al., 2018), os valores de célcio, magneésio e ferro foram semelhantes em ambas as
amostras, enquanto potassio, fésforo, manganés, e zinco foram similares apenas para a améndoa e
encontravam-se superiores no residuo. Ja o contetido de cobre foi superior e o de sodio inferior para
ambas as amostras. Valério et al. (2015) observaram no residuo de semente de urucum teor superior
ao do presente estudo para sodio (3561 mg/100g), potassio (7077 mg/100g), manganés (25
mg/1009) e inferior para célcio (11 mg/100g) e cobre, ferro e magnésio (3 mg/100g).

De acordo com as recomendacfes da Ingestdo Dietética de Referéncia- DRIs (2000), para
suprir as necessidades diarias de minerais de um adulto é necessario de residuo desengordurado
cerca de 570 g para calcio; em relagdo ao ferro 57 g para homens e 121 g para mulheres; magnésio-
50 g para homens e 36 g para mulheres; manganés- 28 g para homens e 23 g para mulheres;
fésforo- 68 g de residuo; zinco- 72 g para homens e 100 g para mulheres; potassio- 215 g de

residuo. Os grdos de cacau contém varios minerais que tém papel importante em diferentes funcdes
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do organismo, como Varias reagdes enzimaticas, produgdo de energia, transmissdo de impulsos
nervosos e multiplas reacdes bioldgicas. Assim como em outras plantas, a diferenca no contetido
mineral entre grdos de cacau reflete as caracteristicas minerais do solo em que os frutos cresceram
(TORRES-MORENO et al., 2015).

Na Tabela 2.5 estdo apresentados os resultados da composicao de aminoacidos presentes na
proteina do residuo gerado do processamento da améndoa de cacau e na Figura 2.3S o perfil
cromatografico desses aminoacidos. A composicdo de aminoécidos é uma importante propriedade
quimica das proteinas, pois determina seu valor nutricional. O organismo humano é capaz de
sintetizar somente 11 dos 20 aminoacidos, sendo que 0s demais sdo considerados essenciais, e

portanto devem ser obtidos a partir da ingestdo de alimentos fontes.
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Améndoa Residuo FAO/WHO* Score QS*
Aminoacidos (mg/g) % (mgl/g) % (mgl/g Améndoa Residuo  Améndoa Residuo
proteina)
Treonina 6,10 £ 3,15 2,92 9,36 £ 0,07 2,58 23 48,14 44,44 2,1 1,9
Valina 9,05+0,16 4,32 13,11 £0,05 3,62 39 71,42 62,24 1,8 1,6
Metionina 1,59+ 0,30 0,76 2,13+0,10 0,59 16 12,55 10,11 0,8 0,6
Isoleucina 5,22 £ 0,23 2,49 7,26 £ 0,42 2,01 30 41,20 34,47 14 1,1
Leucina 8,62 £ 0,22 4,12 10,89 £ 0,22 3,01 59 68,03 51,70 1,2 0,9
Fenilalanina 7,94 £ 0,22 3,79 10,02 £ 0,30 2,77 38 (Phe+Tyr) 62,66 47,57 1,6 1,3
Lisina 3,13+£0,13 1,50 2,87 +£0,01 0,79 45 24,70 13,63 0,5 0,3
Histidina 2,52 £ 0,06 1,20 3,55+0,09 0,98 15 19,89 16,85 1,3 1,1
Triptofano nd Nd 5 - - - -
Arginina 6,07 £ 2,40 2,90 15,55+ 5,98 4,29 - - - - -
Cisteina nd Nd - - - - -
Tirosina 7,81 £ 0,60 3,73 9,24 £1,03 2,55 - - - - -
Glicina 7,12 £ 0,30 3,40 11,89 £ 0,52 3,28 - - - - -
Glutamina LQ - LQ - - - - - -
Prolina 9,21 +£0,20 4,40 1297 +£0,12 3,58 - - - - -
Alanina 4,91 +£0,40 2,35 7,84 £0,13 2,17 - - - - -
Asparagina LQ - LQ - - - - - -
Acido aspartico 1156 +3,20 552  2585+228 7,14 - - - - -
Glutamina 28,54 £ 5,90 13,64 57,03 £ 2,03 15,75 - - - - -
Serina 7,32 £0,40 3,50 11,08+ 1,12 3,06 - - - - -
Total AE 44,17 - 59,19 - - - - - -
Total ANE 82,54 - 151,45 - - - - - -
Relacdo AE/ANE 0,54 - 0,39 - - - - - -

*Resultados expressos em média + desvio padréo de trés analises independentes. “Requerimento de aminoacidos essenciais (mg/g proteina) para estimar a qualidade de uma
proteina (FAO/WHO/UNU Expert Consultation on Protein and Amino Acid Requirements in Human Nutrition. Geneva, 2002). "Relagdo entre a recomendacéo de requerimento
do aminoacido essencial (FAO/WHO, 2002) pela quantidade do aminoacido encontrado na proteina avaliada. AE, aminoacidos essenciais. ANE, aminoacidos ndo-essenciais.

LQ, abaixo do limite de quantificagdo. n.d., ndo determinado.
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A proteina presente no residuo apresentou como aminoacido limitante (score, QS < 1,0) a
metionina, leucina e lisina, enquanto que a améndoa apresentou deficiéncia de metionina e lisina,
como reportado em outros estudos (KRATZER et al., 2009; LOPES, PEZOA-GARCIA, AMAYA-
FARFAN, 2008). Todos os demais aminoécidos essenciais encontravam-se com quantidades
superiores as recomendacOes, com destaque para a treonina que mostrou uma quantidade de 90%
superior ao exigido para uma proteina de boa qualidade (FAO/OMS, 2002). Os resultados
encontrados sugerem o residuo como uma boa fonte dos aminoécidos essenciais, treonina, valina,
isoleucina, fenilalanina e histidina, sobretudo para os individuos que ndo consomem produtos de
origem animal e possuem como fonte priméaria de proteina o consumo de grdos e cereais. 1sso
porque ha limitacdo dos amino&cidos sulfurados (especialmente metionina) em alimentos de origem
vegetal. Portanto, a utilizacdo do residuo como ingrediente de produtos pode melhorar o
fornecimento desses aminoacidos.

Os resultados do perfil de ésteres metilicos de acidos graxos das farinhas integrais do
residuo e da améndoa de cacau estdo apresentados na Tabela 2.6. Os &cidos graxos mais
importantes quantitativamente apresentaram diferenca significativa entre o residuo e a améndoa, em
ambos os métodos de quantificacdo, respectivamente, foram o acido palmitico (25,4 e 26,1%), &cido
estearico (34,0 e 34,9%), acido oleico (34,7 e 33,9%). Resultados semelhantes foram encontrados
por Torres-Moreno et al. (2015) para améndoas de cacau ndo torradas do Equador e Gana,
respectivamente, para o palmitico (27,6 e 25%), estearico (33,8 e 36,4%), oleico (34,7 e 34,3%) que
confirmaram a influéncia da origem geografica na composicao de &cidos graxos das améndoas de
cacau. Resultados semelhantes para os acidos graxos mais importantes quantitativamente também
foram reportados para manteiga de cacau (ZYZELEWICZ et al., 2014b; WANG e MALEKY,
2018), chocolate (ZYZELEWICZ et al., 2018; TORRES-MORENO et al., 2015) e améndoas de
cacau nao torradas. O total de &cidos graxos saturados e poliinsaturados mostrou diferenca

significativa entre as amostras, em ambos os métodos de quantificagao.
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529 Tabela 2.6 — Composi¢do em &cidos graxos da fragdo lipidica de residuo integral gerado do processamento da améndoa de cacau
i Améndoa Residuo
Acido graxo
(mg/g de lipideo) (%) (mg/g de lipideo) (%)

Miristico (C14:0) 0,79 + 0,04% 0,14 £ 0,012 0,68 £ 0,012 0,12 + 0,01%
Palmitico (C16:0) 143,14 £ 0,112 26,06 + 0,04° 137,45 + 0,90° 25,35 + 0,04°
Palmitoleico (C16:1 A7 cis) -9 1,51 +£0,042 0,27 £ 0,012 1,61 £ 0,022 0,29 +0,01%
Margarico (C17:0) 1,87 £0,08% 0,34 £ 0,012 2,13 +£0,09% 0,36 + 0,02%
Estearico (C18:0) 191,68 + 0,35° 34,90 + 0,04° 186,65 + 0,83" 34,01 +0,04°
Oleico (C18:1 A%cis) w-9 186,47 £ 0,422 33,94 + 0,05? 187,03 £ 0,722 34,26 £ 0,072
Linoleico (C18:2 A%*? cis) ©-6 14,26 +0,11° 2,59 +0,02° 17,65 + 0,53% 3,23 +0,01%
a-Linolénico (C18:3 A%1215 cis) -3 1,13 £0,042 0,20 £ 0,012 1,19 £ 0,052 0,22 +0,01%
Eicosanoico (C20:0) 6,29 +0,13° 1,14 +0,02° 8,81 £ 0,35% 1,49 £ 0,062
Beénico (C22:0) Nd nd 1,38 + 0,06 0,23+0,01
Acido graxo n3o identificado - 0,42 + 0,022 - 0,44 £ 0,012
X SFA 343,77° 62,58 337,1° 61,56
2 MUFA 187,982 34,212 188,642 34,552
2 PUFA 15,39P 2,79° 18,84% 3,45%

*Resultados expressos em média + desvio padrao de trés analises independentes. Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca significativa entre as
médias pelo teste de Tukey (P < 0,05). SFA, acidos graxos saturados. MUFA, &cidos graxos monoinsaturados. PUFA, acidos graxos poliinsaturados. n.d.,

nao determinado.
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O residuo apresentou um perfil mais saudavel, com menor teor de saturados e maior de
insaturados (61,7% e 38%) comparado a améndoa (62,6% e 37%). Valores similares foram
reportados por Torres-Moreno et al. (2015) para améndoas de cacau ndo torradas do Equador e
Gana, respectivamente, 62,28 e 63,24% de saturados totais e 37,69 e 36,74% de insaturados totais.
A prevaléncia de acidos graxos saturados sobre os insaturados é considerada negativa do ponto de
vista nutricional, pois os acidos graxos saturados cujo comprimento de cadeia é C12:0 - C16:0 tém
sido associados a doenca cardiovascular. No entanto, tem sido sugerido em ensaios clinicos que o
acido graxo saturado - C18:0 apresenta efeitos neutros sobre o colesterol total e lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) séricos, ndo diminui as lipoproteinas de alta densidade (HDL) e podem ter
efeitos sobre os lipidios similares aos acidos oleico e linoleico, que j& mostraram ter efeitos
preventivos na doenca cardiovascular (TORRES-MORENO et al., 2015).

Os acidos graxos saturados mais predominantes nas amostras foram o C16:0 e o C18:0, e 0s
insaturados o C18:1n9c seguido do C18:2n6¢ - acido linoleico, presente em menor quantidade e que
também mostrou diferenca significativa, (3,2%) para o residuo e (2,6%) para a améndoa. Ndo houve
diferenca significativa entre as amostras para 0s outros acidos graxos e o perfil geral foi similar ao

ja observado na literatura (TORRES-MORENO et al., 2015).

3.3 Compostos bioativos e atividade antioxidante

Os resultados de quantificacdo dos compostos bioativos e atividade antioxidante do residuo
e da améndoa de cacau estdo apresentados na Tabela 2.7. Os compostos fenolicos tendem a
acumular-se nas plantas devido ao seu papel potencial na protecdo contra radiagdes ultravioleta,
atuando como atrativos na dispersdo de frutos e como produtos quimicos de defesa contra
patégenos e predadores (CONTRERAS-CALDERON et al., 2011). Muitas pesquisas tém sido
conduzidas sobre os beneficios nutricionais e de saude do cacau e do chocolate, destacando as

propriedades antioxidantes desses produtos, que sdo responsaveis principalmente pela prevencao de
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doencas cardiovasculares e atividades anticancerigenas. Dessa forma, a determinacdo do teor de
compostos fendlicos e da capacidade antioxidante, tornaram-se uma necessidade na avaliagdo do
potencial bioativo de qualquer material derivado de plantas (BELSCAK-CVITANOVIC et al.,
2015).

Para todas as analises houveram diferenca significativa entre o residuo e a améndoa, exceto
para o DPPH. Os valores de fendlicos totais e flavonoides totais obtidos para o residuo e a améndoa
respectivamente, foram (59,36 mg CE/g e 19,87 mg CE/g) e (87,32 mg CE/g e 23,25 mg CE/g).
Resultados inferiores foram observados por Belscak et al. (2009) para licor de cacau em equivalente
de &cido galico (33,50 mg GAE/g de fendlicos totais e 16,60 mg GAE/g de flavonoides totais),
entretando, esses autores ressaltam que os fenolicos totais e consequentemente os flavonoides totais
variam de acordo com a subespécie do cacau, origem geogréfica, grau de maturacdo (época de
colheita) e condigdes pos-colheita, como fermentacdo, secagem, torrefacdo, processamento e

armazenamento.

Tabela 2.7 — Compostos bioativos presentes no residuo desengordurado gerado do processamento

da améndoa de cacau e sua atividade antioxidante

Parametros* Améndoa Residuo Razdo R/A

Compostos bioativos
Fenolicos totais (mg EC/g) 87,32 £ 0,08? 59,36 + 0,08° 0,68 (P <0,01)
Flavonoides totais (mg EC/g) 23,25 + 0,042 19,87 +0,04° 0,85 (P < 0,05)

Ensaios de atividade antioxidante

DPPH (UM Trolox/g) 3519+0,05° 34,50 £0,44% 0,98 (P >0,05)
FRAP (UM FeS04/g) 159,02 +0,84*  138,10+0,13° 0,87 (P < 0,05)
ABTS (UM Trolox/g) 34543 +2,53 217,70+ 1,11° 0,63 (P <0,01)

*Resultados expressos em média + desvio padrdo de trés andlises independentes. Diferentes letras na mesma linha

indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Uma diminuicdo acentuada de fendlicos ocorre durante a fermentacao, secagem e torrefacdo
de grdos de cacau devido a reacGes de oxidagdo enzimatica e ndo enzimatica (Giltekin-Ozgiiven,
Berktas e Ozgelik, 2016). Esses mesmos autores obtiveram para grdos de cacau ndo torrados e
torrados, respectivamente 78 e 28 mg EC/g para fendlicos totais e 45 e 10 mg EC/g para
flavonoides totais. Hu, Kim e Baik (2016) também observaram decréscimo nos teores destes
compostos para améndoas de cacau néo torradas e torradas, respectivamente 55,58 e 36,21 mg
EAG/g para fenolicos totais e 38,07 e 15,55 mg EC/g para flavonoides totais. Djikeng et al. (2018)
reportaram valores semelhantes em améndoas submetidas a diferentes métodos e tempos de
torrefacdo que variaram entre 62 a 85 mg EAG/g de fendlicos totais, sendo os menores valores
relacionados as maiores temperaturas de torrefacdo, pois em altas temperaturas compostos fenélicos
de baixo peso molecular sdo facilmente volatilizados. Em um estudo de Brito et al. (2017) em
améndoas de cacau cultivadas no Brasil, durante a fermentacdo também foram obtidos resultados
similares para os compostos fendlicos totais, variando entre 77,31 a 53,26 mg EC/g até o sétimo dia
de fermentacdo. Caporaso et al. (2018) analisando gréos de cacau fermentados e ndo torrados
obtidos de uma série de paises produtores: Brasil, Camardes, Equador, Gana, Indonésia, Costa do
Marfim, Meéxico, Nigéria e Venezuela, obtiveram contetido de fendlicos totais variando entre 6,4 a
213,9 mg de acido ferulico/g sendo a média 85,5 mg de &cido ferdlico/g. Em um estudo de
Elkhatim, Elagib e Hassan (2018) com frutas citricas foram obtidos para fenolicos totais nas cascas,
77,3 mg EAG/g de toranja, 49,8 mg EAG/g de liméo e 35,6 mg EAG/g de laranja e nas partes
internas desperdicadas (polpa e sementes) foram encontrados valores entre 19,2 e 16,2 mg EAG/g
de amostra; para flavonoides totais foram obtidos nas cascas, 80,8 mg EC/g de toranja, 59,9 mg
EC/g de limdo e 83,3 mg EC/g de laranja e nas partes internas desperdigcadas (polpa e sementes)
foram encontrados valores em cerca de 40 mg EC/g de amostra.

Os resultados dos ensaios de inibicdo de radicais exercido pelo compostos presentes no

residuo e na améndoa para DPPH (34,50 e 35,19 uM Trolox/g), FRAP (138,10 e 159,02 uM
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FeSO4/g) e ABTS (217,70 e 345,43 uM Trolox/g), respectivamente (Tabela 2.7). A capacidade
antioxidante inferior do residuo em comparacdo a améndoa pode ser devido & perda de compostos
fendlicos pela torrefacdo (HU, KIM e BAIK, 2016). Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al. (2015) analisando
chocolates com agucar reduzido formulados com adogantes naturais como alternativas de sacarose
encontraram valores de DPPH que variaram entre 15 a 35 pmol trolox/g, resultados de FRAP entre
50 a 100 umol Fe?/g, e ABTS entre 55 a 85 pmol trolox/g. Resultados semelhantes de ABTS
foram reportados por Caporaso et al. (2018) variando entre 20,9 a 472,3 umol trolox/g, obtendo
também valores como 350 pumol trolox/g sendo a média 208,8 umol trolox/g. Todorovic et al.
(2015) verificaram para chocolate a média de 142,5 uM trolox/g na anélise de FRAP e para p6 de
cacau utilizado para produzir o chocolate, a média de 246,7 UM trolox/g na analise de ABTS. Ja
Contreras-Calderén et al. (2011) encontraram para semente de cupuacu (fruto pertencente a mesma
familia do cacau) 94,8 umol trolox/g para FRAP e 145 pumol trolox/g para ABTS.

Martinez et al. (2012) para casca da vagem de cacau observaram valor similar para DPPH -
33,93 uM trolox/g. Tanto o0 ABTS quanto o DPPH podem ser utilizados na avaliagcdo antioxidante,
contudo, o ABTS foi relatado como mais sensivel aos compostos fenolicos geralmente
apresentando menor erro analitico comparado ao DPPH. A variacdo da atividade antioxidante dos
grdos de cacau estd associada as diferentes origens geograficas (CAPORASO et al., 2018). Os
diferentes resultados encontrados aos da literatura podem ser explicados pela possivel ocorréncia de
interacdes entre os compostos fenodlicos e proteinas, polissacarideos e alcaloides, tanto na forma nédo
oxidada como na oxidada, assim como pelo método de ndo seletividade ou interferéncias que
muitas vezes ocorrem em ensaios colorimétricos (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015).

Os resultados de quantificagdo dos compostos fenolicos e metilxantinas presentes no residuo
e na améndoa de cacau estdo apresentados na Tabela 2.8 e o perfil cromatografico na Figura 2.4S.
Os resultados de epicatequina, cafeina e teobromina, respectivamente, apresentaram diferenca

significativa entre as amostras, para o residuo (0,608; 1,89 e 15,315 mg/g) e para a améndoa (0,769;
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1,36 e 11,684 mg/g). J& nos resultados de catequina ndo houveram diferenca significativa entre o
residuo (0,783 mg/g) e a améndoa (0,756 mg/g), apesar de ser verificado um leve acréscimo. Para o
acido galico os valores encontram-se abaixo do limite minimo de deteccéo, ndo possibilitando a

quantificacéo.

Tabela 2.8 — Fendis monoméricos e metilxantinas presentes no residuo desengordurado gerado do

processamento da améndoa de cacau

Parametros* Améndoa Residuo Razdo R/A

Fenolicos (mg/g)

Acido galico LQ LQ -
Catequina 0,75 £ 1,402 0,78 +0,01% 1,04 (P >0,05)
Epicatequina 0,76 + 3,60? 0,60 + 0,01° 0,79 (P <0,05)

Metilxantinas (mg/g)
Cafeina 1,36 + 0,02° 1,89 £ 0,062 1,40 (P <0,01)

Teobromina 11,68 +0,29° 15,32 + 0,39? 1,31 (P <0,01)

*Resultados expressos em média + desvio padrdo de trés andlises independentes. Diferentes letras na mesma linha

indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (P < 0,05). LQ, abaixo do limite de quantificacao.

A degradacdo da epicatequina pode ser em resultado da reacdo de epimerizacdo de
epicatequina para catequina que ocorre durante o tratamento térmico, em altas temperaturas de
torrefacdo, podendo contribuir com o aumento da catequina, atribuido também & degradacdo das
procianidinas em suas unidades de mondmeros livres de flavan-3-ols, como catequina e
epicatequina (QUIROZ-REYES e FOGLIANO, 2018). Resultados semelhantes foram reportados
por Belsc¢ak et al. (2009) para catequina em licor de cacau e chocolate (0,59 mg/g), epicatequina em
chocolate (0,75 mg/g) e chocolate em pé (0,68 mg/g), teobromina em licor de cacau (11 mg/g) e p6

de cacau (15 mg/g) e cafeina em po6 de cacau (1,5 mg/g). Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al. (2015)
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analisando chocolates com acgucar reduzido formulados com adogantes naturais como alternativas
de sacarose encontraram 0,60 e 0,62 mg/g de epicatequina nas amostras. Hu, Kim e Baik (2016)
observaram para améndoas de cacau ndo torradas 11,50 mg/g de teobromina. Todorovic et al.
(2015) verificaram para chocolate a média de 12,9 mg/g de teobromina, para o p6 de cacau a média
de 0,666 mg/g de catequina e de 1,054 mg/g. Quiroz-Reyes e Fogliano (2018) observaram para 0s
graos da variedade Forastero torrados a 150 °C, 0,6 mg/g de catequina e 0,5 mg/g de epicatequina.
Em uma pesquisa de Oliveira et al. (2018) analisando extrato de casca de jabuticaba foi observado
valores inferiores ao do presente estudo para catequina (0,58 mg/g) e epicatequina (0,10 mg/g). Os
compostos fendlicos sdo moléculas antioxidantes potentes que podem atenuar alguns processos
inflamatorios (QUIROZ-REYES e FOGLIANO, 2018). Os fendlicos do cacau tém sido relatados
como compostos bioativos, com propriedades antioxidantes, antirradicais e anticarcinogénicas
enquanto as metilxantinas tém efeitos fisiologicos em varios sistemas do corpo, incluindo os
sistemas nervoso central, cardiovascular, gastrointestinal, respiratorio e renal (BELSCAK et al.,
2009). O contetido de metilxantinas depende da variedade do cacau e é influenciado pelo processo
de fermentacdo e além de efeitos psicofarmacoldgicos, metilxantinas de produtos derivados de
cacau, especialmente a teobromina, e em menor grau, a cafeina, podem ter um papel na reducéo da

glicose plasmatica (TODOROVIC et al., 2015).

4 CONCLUSAO

O residuo oriundo do processamento (torrefagdo e descascamento) da améndoa de cacau apresenta
composicdo centesimal promissora, especialmente no contetdo de proteina com quantidades de
cinco aminodcidos essenciais superiores as recomendacdes e lipidios totais. Assim como, perfil de
acidos graxos com menor teor de saturados e maior de insaturados comparado a améndoa e
elevados teores de minerais individuais. Compostos fendlicos e metilxantinas foram verificados em
concentragdes expressivas tal quanto os fenolicos e flavonoides totais e a atividade antioxidante por

DPPH, FRAP e ABTS. Dessa forma, o residuo oriundo do processamento da améndoa de cacau
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apresenta caracteristicas nutricionais e funcionais, além de outros pardmetros favorveis para

aplicagdo como ingrediente e/ou suplemento em produtos alimenticios.
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889 MATERIAL SUPLEMENTAR

890

891 Figura 2.2S — Material botanico utilizado no estudo. Améndoa (A), nibs (B), testa (C) e residuo
892 do processamento da améndoa de cacau

893

894 Fonte: Autoria propria

895
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896 Figura 2.3S — Perfil cromatografico de aminoacidos da améndoa (A), residuo (B) do

897 processamento da améndoa de cacau e padréo (C)
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Figura 2.4S — Perfil cromatografico dos compostos fenolicos e metilxantinas da améndoa (A), residuo (B) do processamento da améndoa de

cacau e padréo (C)
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