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Resumo

Este estudo teve como objetivo otimizar a combinacéo de solventes (dgua, metanol e acetona) que
maximize a extracdo de compostos fendlicos totais, além de determinar o teor compostos fendlicos e a
capacidade antioxidante em améndoas de cacau submetidas a distintos tempos de fermentacdo. A
extracdo foi conduzida seguindo as proporcdes de cada solvente definido por delineamento de
misturas, enquanto o teor fendlico total foi determinado pelo reagente Folin-Ciocalteu e a capacidade
antioxidante pelo ensaio DPPH. O delineamento apontou como condicdo Otima para extracdo de
fendlicos a mistura de 49% de 4gua destilada, 45% de acetona e 6% de metanol. A analise de regressao
revelou efeito significativo (p < 0,05) do tempo de fermentagéo sobre o teor de fendlicos total, com
reducéo inicial seguida de estabilizagdo. Em contrapartida, a capacidade antiodante ndo foi afetada
pelo tempo de fermentacéo (p > 0,05).

Palavras-chave: Cacau. Fermentacéo. Delineamento de misturas.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Sautde — Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Introducéo

O cacau (Theobroma cacao L.) é a principal matéria-prima do chocolate, alimento popular,
amplamente consumido no mundo. Suas sementes sdo ricas em compostos bioativos, como polifendis,
incluindo flavanois (epicatequina, catequina, procianidinas), flavonéis (quercetina e seus glicosideos) e
acidos fendlicos (como acido galico), que correspondem a aproximadamente 10% do peso seco da
améndoa (Zyzelewicz et al., 2018). Esses compostos apresentam propriedades fisiolégicas relevantes,
como acdo antioxidante, anticarcinogénica e cardioprotetora, conferindo protecdo contra doencas
cardiacas, cancer e distirbios neurodegenerativos (Zyzelewicz et al., 2018). Entretanto, o teor de
compostos fendlicos totais sofre reducdo durante as etapas de fermentacdo e secagem, processos
essenciais para o desenvolvimento do sabor caracteristico do chocolate (Hansen; Del Olmo; Burri,
1998; Efraim, 2004).

Para quantificagdo bruta de fendlicos, métodos colorimétricos, como o de Folin-Ciocalteu, sdo
amplamente utilizados devido a simplicidade e alta sensibilidade (Wollgast; Anklam, 2000). Esses
métodos baseiam-se na reacdo dos fendis com o reagente colorimétrico (Ramirez-Sanchez et al.,
2010). No entanto, a quantificacdo precisa depende da extragdo prévia dos compostos, sendo os
resultados sensiveis ao tipo de solvente e ao método empregado (Wollgast; Anklam, 2000).

A natureza do solvente, especialmente sua polaridade, influencia significativamente a extracéo de
compostos fendlicos, tornando desafiadora a padronizacdo de um método Unico (Martinez-Ramos et
al., 2020). Compostos bioativos presentes em plantas sdo comumente extraidos com solventes
organicos, como etanol, metanol, acetona, éter dietilico e acetato de etila, frequentemente combinados
com agua. O metanol é mais eficiente para fendis de baixo peso molecular, enquanto a acetona aquosa
favorece a extracdo de flavandis de maior peso molecular (Brglez Mojzer et al., 2016). No caso do
cacau e seus derivados, solventes como metanol, 4gua, acetona, 2-propanol e acido acético tém sido
relatados para extracdo de compostos fendlicos visando quantificacao.
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Nesse contexto, o presente estudo objetivou determinar a combinagéo de dgua, metanol e acetona
que maximize a extracdo de compostos fendlicos e a atividade antioxidante em améndoas secas de
cacau, utilizando delineamento de misturas do tipo centroide simplex com trés pontos interiores. Esses
solventes foram selecionados por serem 0s mais comumente aplicados na extracdo de fendlicos do
cacau e derivados. Com base nos resultados obtidos pelo delineamento, foram determinados o teor de
compostos fendlicos e a capacidade antioxidante em améndoas submetidas a diferentes tempos de
fermentacdo, avaliando-se a influéncia dessa etapa sobre os pardmetros analisados.

Metodologia

Para a determinagédo da combinacéo 6tima de solventes foram removidas a testa e o gérmen de
améndoas de cacau secas, obtidas no municipio de Alegre-ES, sendo os cotilédones triturados em
almofariz e desengordurados com n-hexano (1:10 m/v) conforme Giiltekin-Ozgiven et al. (2016).

A extracdo dos compostos fendlicos seguiu a metodologia de Efraim et al. (2006, 2010), com
modificacdes. Para tanto, 0,5 g da amostra desengordurada foi homogeneizada com 25 mL da solugéo
extratora, cuja composicdo foi definida por delineamento de misturas (Tabela 1). As amostras foram
agitadas em vértex, submetidas a banho ultrassoénico por 30 min e centrifugadas a 4200 g por 20 min.

Tabela 1 — Proporcdes dos solventes na solucdo extratora para os diferentes tratamentos.

Tratamento Metanol Acetona Agua
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 0,5 0,5 0
5 0,5 0 0,5
6 0 0,5 0,5
7 0,3333 0,3333 0,3333
8 0,6667 0,1667 0,1667
9 0,1667 0,6667 0,1667
10 0,1667 0,1667 0,6667

Fonte: elaborado pelos autores.

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado segundo Singleton e Rossi (1965), utilizando
0,6 mL de extrato, 3 mL de reagente Folin-Ciocalteu (1:10 v/v) e, apés 3 min, 2,4 mL de Na2CO3
saturado. As amostras permaneceram 1 hora em repouso no escuro e a leitura foi realizada em 760
nm. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico por g de amostra seca.

A combinacdo 6tima de solventes foi determinada pela metodologia de superficies de respostas
sendo validada por Andlise de Regressdo (ANOVA), utilizando-se o software Statistica.

Esta solucdo foi entdo utilizada na preparacdo dos extratos para quantificacdo de compostos
fendlicos e capacidade antioxidante de améndoas submetidas a diferentes tempos de fermentacéo.

Para obtencdo das amostras, os frutos de cacau foram colhidos no ponto de maturacéo adequado
no setor de Fruticultura do Instituto Federal do Espirito Santo (IFES), campus de Alegre. Apos pré-
selecdo e lavagem em &gua corrente, foram armazenados por 48 h, quebrados e as sementes,
juntamente com a polpa, destinadas a fermentagéo. A fermentacao foi conduzida em caixas de isopor
perfuradas para drenagem, em condi¢des de anaerobiose por 48 h, seguidas de revolvimento da massa
a cada 24 h, de acordo com a metodologia da CEPLAC (Ferreira et al., 2013). Os tempos avaliados
foram 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 e 240 h. Concluida cada fermentagéo, as améndoas foram
secas em estufa de bandejas a 40 °C sob fluxo de ar continuo por 24 h, ao final da secagem foram
acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas a —18 °C até as analises.

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método DPPH (Alam et al., 2013), com modificacdes,
utilizando 0,3 mL de extrato diluido e 3,0 mL de solu¢gdo DPPH (0,5 mM), em repouso por 20 min no
escuro, seguida de leitura a 517 nm. Os resultados foram expressos em pmol de equivalente Trolox
por g de amostra seca.
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A relacado entre teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante e o tempo de fermentacgao
foi analisada por analise de regresséo utilizando o software Statistica.

Resultados

O modelo cubico especial ajustado para a variavel resposta teor de compostos fendlicos, cuja
equacao e grafico (Figura 1) sédo apresentados abaixo — onde X1, X2 € X3 sdo as proporcdes de metanol,
acetona e agua, respectivamente — apresentou coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,9678,
indicando um excelente ajuste.
y =48,19"x; + 13,85™x, + 25,94™ x5 + 103,27 x;,x, + 188,27 x,x53 + 519,56"x,x5 + 451,28™x, x, x5

Figura 1 — Grafico de superficie de respostas para teor de compostos fendlicos (mg AGE/g) em
funcéo das diferentes proporc¢des dos solventes.
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Houve efeito significativo do tempo de fermentagdo sobre o teor de compostos fendlicos a 5% de
significancia pelo teste F (ANOVA). O modelo ajustado pela andlise de regressdo (Figura 2), cuja
equacéo é dada abaixo, apresentou coeficiente de determinacao (R?) igual a 0,6277.

y = 131,7904 + 627,4559¢ 004977t

Figura 2 — Comportamento do teor de compostos fenélicos em fungéo do tempo de fermentacéo.
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Fonte: elaborado pelos autores.

N&o foi observado efeito significativo do tempo de fermentagéo sobre a capacidade antioxidante,
pelo método do DPPH, a 5% de significancia pelo teste F (ANOVA). Logo, a capacidade antioxidante,
cuja média obtida foi de 29,4ug TE/g, pode ser considerada constante ao longo do tempo de
fermentacéo.
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Discusséao

Os resultados da otimizacao pelo delineamento de misturas evidenciaram que a composi¢cao do
solvente exerce influéncia direta na eficiéncia de extracdo dos compostos fenélicos de améndoas secas
de cacau. Os compostos fendlicos sédo afetados pela polaridade do solvente utilizado, tornando-se um
desafio quando se tenta desenvolver um método unificado de extragdo (MARTINEZ-RAMOS et al.,
2020).

No delineamento de misturas deste trabalho, foi encontrada a quantificagdo minima de compostos
fenodlicos de 8,15 mgAGE/g com a combinacdo de solventes de 100% acetona, e a quantificagao
méxima de 148 mgAGE/g com a combinagédo de solventes de 50% acetona e 50% éagua destilada. A
partir dos resultados obtidos, obteve-se a mistura de solventes que maximiza a extracdo de compostos
da amostra, sendo ela composta por 49% de agua destilada, 45% de acetona e 6% de metanol, sendo
essa a mistura utilizada para extracdo dos compostos fenélicos das améndoas de cacau submetidas a
diferentes tempos de fermentacéo.

De acordo com os resultados do estudo realizado por Ramos-Escudero et al. (2021), com améndoas
de cacau comercial provenientes do Peru, o teor de polifendis totais das amostras variou entre 19,85 e
33,39 mg GAE/g. Vale ressaltar que os autores utilizaram solu¢éo de etanol 80% como solugéo
extratora, o que pode ter influenciado negativamente na quantidade de compostos extraidos, uma vez
que os valores encontrados foram muito inferiores que os obtidos no presente estudo.

Na figura 2 é possivel observar um comportamento de queda no teor de compostos fendlicos totais
até as 96 horas de fermentacgéo, seguido de um comportamento de estabilizacdo destes compostos até
o final da fermentacéo. No inicio da fermentacé@o as sementes apresentaram teores préximos a 190 mg
GAE/g e no final da fermentacéo, teores préximos a 130 mg GAE/g, uma reducédo de cerca de 32%.
Este resultado é compativel com o obtido por Efraim (2010), que verificou queda de 30% de compostos
fendlicos totais nas améndoas fermentadas por 7 dias em relacdo as fermentadas por 3 dias.

Segundo Brito (2000), os polifendis se localizam em células especificas do cotilédone, juntamente
com as metilxantinas (cafeina e teobromina) presentes na semente de cacau. Durante a fermentacao,
reacdes bioguimicas ocasionam a morte do embrido e com isso, os compostos fendélicos sofrem difusdo
e entram em contato com enzimas polifenoloxidase e glicosidase presentes nas sementes. Os
polifendis também podem combinar-se com proteinas por meio de pontes de hidrogénio e sofrer
oxidacdo com formacdo de quinonas. Essas reagcfes promovem uma reducdo do teor desses
compostos (relacionado a formacéo do sabor desejavel do chocolate), sendo que a maior parte dessa
diminuic&o ocorre entre o primeiro e terceiro dia (BRITO, 2000).

Ramda Junior (2011) observou que a capacidade antioxidante das améndoas de cacau nédo
apresentou variac¢des significativas durante as primeiras 72 horas do processo fermentativo. De forma
semelhante, Casotti (2024) verificou um aumento dessa capacidade nas primeiras 24 horas de
fermentacéo, seguido por uma estabilidade relativa durante a fermentacdo. Comportamentos no qual
se assemelham ao encontrado no presente estudo, onde verificou-se que ndo houve influéncia
expressiva sobre a capacidade antioxidante das améndoas de cacau durante o processo fermentativo.

Conclusao

Os resultados da otimizacdo pelo delineamento de misturas evidenciaram que a composicdo do
solvente exerce influéncia direta na eficiéncia de extracdo dos compostos fenélicos de améndoas secas
de cacau. A condicao 6tima foi obtida com a mistura de 49% de agua destilada, 45% de acetona e 6%
de metanol, a qual foi utilizada para a determinacéo do teor de fendlicos e da atividade antioxidante em
améndoas submetidas a diferentes tempos de fermentacgéo.

Observou-se efeito significativo (p < 0,05) do tempo de fermentacdo sobre o teor de compostos
fendlicos, caracterizado por reducgéo inicial seguida de estabilizagdo. Em contrapartida, ndo foi
verificado efeito significativo sobre a capacidade antioxidante.
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