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RESUMO 

Aminas bioativas e compostos fenólicos no cacau (Theobroma cacao L.): 

Influência do processo de fermentação 

Foi verificado a influência da fermentação, com duração de (7) sete dias, no 

perfil e os teores de compostos fenólicos, atividade antioxidante e aminas 

bioativas, sendo que compostos fenólicos e a atividade antioxidante foram 

submetidos a modelos cinéticos para avaliar uma tendência ou predizer um 

comportamento para garantir um maior controle do processo. Ocorreu elevação 

de temperatura e acidez total titulável, com máxima 41,4°C (5º dia) e redução de 

pH (6,46-5,13). Houve redução de 31% dos compostos fenólicos; 79% de 

antocianinas totais, 51% de flavan-3-ol e 39% na atividade antioxidante, apesar 

da perda dos compostos fenólicos durante a fermentação, a concentração 

restante nas sementes foi suficiente para produzir uma considerável atividade 

antioxidante. É importante ressaltar que a fermentação é a primeira etapa 

empregada na fabricação de chocolate, nesta etapa foi identificada espermidina, 

espermina, tiramina e triptamina, destaca-se o fato que as sementes 

fermentadas ainda precisam passar por outros processos tecnológicos, como a 

secagem e torração, podendo ocorrer elevação ou diminuição de aminas 

biotivas, por isso a realização de estudos sobre como estes compostos se 

comportam ao longo do beneficiamento do cacau até chegar aos seus inúmeros 

subprodutos, é essencial para garantir a presença destes compostos em níveis 

seguros para o consumidor, pois segurança alimentar é requisito básico que 

deve sempre ser satisfeito na produção de alimentos.  

Palavras-chave: Cacau, fermentação, compostos fenólicos, aminas bioativas .  

  



 

 

ABSTRACT 

Bioactive amines and phenolic compounds in cocoa (Theobroma cacao L.): 

Influence of the fermentation process. 

The influence of fermentation was observed, with a duration of (7) seven 

days, in profile and the contents of phenolic compounds, antioxidant activity and 

bioactive amines, whereas phenolic compounds and antioxidant activity were 

submitted to kinetic models to evaluate a tendency or predict behavior to ensure 

more control of the process. There was an increase of temperature, with 

maximum 41.4 ° C (day 5) and the total acidity, the pH was reduced (6.46 to 

5.13). There was a 31% reduction of the phenolic compounds; 79% of total 

anthocyanins, 51% of flavan-3-ol and 39% antioxidant activity, despite loss of 

phenolic compounds during fermentation, the remaining concentration in seeds 

was sufficient to produce a considerable antioxidant activity. Is worth mentioning 

that the fermentation is the first stage maid in manufacturing chocolate, in this 

step was identified spermidine, spermine, tyramine and tryptamine, stands out 

fact that the fermented seeds still need to undergo other technological processes 

such as drying and roasting, increase or decrease biotivas amines, increase or 

decrease in biotivas amines may occur, thus the conducting studies on how 

these compounds behave in along the beneficiation cocoa until reaching its 

numerous by-products, it is essential to ensure the presence of these compounds 

in levels safe for the consumer, because food security is a basic requirement that 

must always be satisfied in food production. 

Keywords: Cocoa, fermentation, bioactive amines, polyphenolic compounds 
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INTRODUÇÃO 

Aminas bioativas estão presentes em diversos alimentos, seja de origem 

vegetal ou animal, sejam bebidas fermentadas, sendo que na maioria dos 

alimentos que contenham proteínas ou aminoácidos livres, pode ser esperada a 

formação de aminas biogênicas, onde a quantidade e o tipo de aminas formadas 

irão depender da natureza e origem do alimento, assim como dos 

microrganismos presentes (LANGE; WITTMANN, 2002; INNOCENTE et al., 

2007). O perfil e os teores de aminas bioativas em um alimento irão depender do 

processo de produção, processamento, fermentação, armazenagem e condições 

de higiene que está sendo submetido (ASKAR; TREPTOW, 1986; BRINK et al., 

1990; GLÓRIA, 2005).  

As aminas bioativas exercem diversas funções importantes, dentre elas, 

as poliaminas atuam como fator de crescimento celular, antioxidantes e as 

aminas biogênicas são vasoativas ou neuroativas (SHALABY,1996), por isso são 

associadas tanto à saúde como a algumas patologias, logo estudos voltados 

para sua formação ou degradação são de elevada importância. Se estiverem em 

concentrações elevadas, são indesejáveis em alimentos, pois, dependendo da 

quantidade ingerida podem causar efeitos adversos, como intoxicação por 

histamina, enxaqueca, disfunções respiratórias, palpitação, hiper ou hipotensão 

e uma série de desordens alérgicas, principalmente em pessoas mais sensíveis 

(LOUNVAUD-FUNEL, 2001).  

Durante a fermentação do cacau, diversas modificações químicas e 

bioquímicas ocorrem. Dentre elas estão: produção de álcool por leveduras; 

produção de ácidos lático e acético por bactérias; morte do gérmen; liberação de 

enzimas e substratos; hidrólise de proteínas; hidrólise da sacarose em glicose e 

frutose; e a difusão de compostos fenólicos, que entram em contato com as 

enzimas, dentre elas a polifenoloxidase e a peroxidase, responsáveis em parte 

pela redução de cerca de 70% dos polifenóis durante esta etapa (WOLLGAST; 

ANKLAM, 2000; LUNA et al., 2002; NIELSEN et al., 2008). 

Assim como as aminas, os compostos fenólicos, por sua vez, têm sido 

alvos de pesquisa e interesse pelo seu benefício à saúde, incluindo efeitos 

anticarcinogênico, antiaterogênico, antiúlcera, antitrombótico, antiinflamatório, 
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modelador do sistema imunológico, antimicrobiano, vasodilatador e analgésico 

(JACOB; BURRI, 1996; OSAKABE et al.,1998; REIN et al., 2000; SCHNORR et al., 

2008, RUSCONI; CONTI, 2010). 

Apesar da elevada importância econômica do cacau e do vasto 

conhecimento científico sobre o mesmo, até o presente momento, os relatos na 

literatura sobre o perfil e teores de aminas bioativas na fermentação das 

sementes de cacau são bastante escassos. Enquanto que o número de estudos 

sobre os compostos fenólicos presentes no cacau tem aumentado 

consideravelmente cada vez mais, principalmente relacionando-os aos benefícios à 

saúde humana, devido a isto é importante saber como o processamento afeta tanto 

os compostos fenólicos do cacau como as aminas bioativas.  

A realização da modelagem de um processo fermentativo permite uma 

discussão sobre as hipóteses que visam à elucidação das tendências gerais do 

sistema estudado e permite fazer comparações quantitativas, fornecendo uma ideia 

geral do comportamento do sistema estudado (LABUZA; RIBOH, 1982; CUNHA-

SANTINO, 2003).  

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a influência da fermentação de 

sementes de cacau nas modificações químicas, atividade antioxidante, perfil e os 

teores das aminas bioativas, assim como avaliar o comportamento das modificações 

químicas e atividade antioxidante através de modelos cinéticos, sendo que a 

fermentação foi realizada por 7 (sete) dias. 

Os objetivos específicos foram: (i) Monitorar o processo fermentativo das 

sementes de cacau e avaliar o comportamento cinético das variações de 

temperatura da massa, umidade, pH e acidez total titulável durante a fermentação 

das sementes de cacau; (ii) Avaliar a degradação dos  compostos polifenólicos  

totais durante a fermentação; (iii) Avaliar os principais parâmetros de quantificação 

da atividade antioxidante durante a fermentação; (iv) Determinar o comportamento 

cinético das variações dos compostos fenólicos e da atividade antioxidante durante o 

período de fermentação das sementes de cacau da Amazônia; (v) Identificar as 

possíveis aminas presentes em sementes fermentadas de cacau e determinar o 

perfil e os teores de aminas bioativas ao longo de sete (7) dias de fermentação. 
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CAPÍTULO I 

REVISÃO DE LITERATURA 

1. BENEFICIAMENTO DO CACAU 

Em termos econômicos, as sementes do cacau destacam-se como 

principal produto do fruto (Theobroma cacao L.) e representam cerca de 10% do 

seu peso. Após seu beneficiamento originam diversos produtos semimanufaturados, 

como por exemplo, a massa (liquor), a manteiga de cacau e produtos 

manufaturados, como os chocolates, aromas naturais e extratos com fins 

farmacêuticos, sendo que sua maior aplicação está na fabricação do chocolate 

(DRUMMOND, 1998; LECUMBERRI et al., 2007). 

A qualidade do chocolate está atrelada não apenas a fatores genéticos e 

ambientais, mas também à forma como o mesmo é beneficiado, ou seja, desde a 

abertura do fruto até o seu processamento industrial. As características sensoriais 

do chocolate são influenciadas pelas técnicas de pré-processamento, onde o 

desenvolvimento potencial dessa caraterística depende principalmente dos 

processos de fermentação e secagem (ROHAN, CONNEL, 1964; SCHWAN; 

WHEALS, 2004; AFOAKWA et al., 2008).  

A produção de chocolate pode ser dividida em duas grandes fases, o pré-

processamento e o processamento: 

 O pré-processamento do cacau abrange as seguintes etapas: colheita, 

abertura dos frutos, retiradas das sementes, extração da polpa ou do 

exudado, fermentação das sementes, secagem e armazenamento das 

amêndoas. 

 O processamento inicia-se com a torração, que irão fornecer amêndoas 

torradas para a obtenção das principais matérias-primas liquor, manteiga e 

pó de cacau, e a fabricação do chocolate e produtos achocolatados  
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1.1. PRÉ-PROCESSAMENTO DO CACAU 

O pré-processamento do cacau inicia-se com a seleção e abertura dos frutos 

para a remoção das sementes envolvidas pela polpa mucilaginosa logo após sua 

colheita, seguido das operações de fermentação, secagem e armazenagem 

(ROHAN; STEWART, 1967).  

1.1.1. Colheita, seleção e quebra do fruto. 

O desenvolvimento do fruto, desde a fecundação até a maturação, demora 

cerca de seis meses. Estudos realizados relataram que a maturidade do fruto é 

muito importante para assegurar uma fermentação adequada, pois amêndoas 

oriundas de frutos sobremaduros podem apresentar germinação, ocasionando 

risco de contaminação interna devido ruptura da casca fina. Sementes de frutos 

colhidos antes da maturidade plena irão conter uma polpa com reduzido teor de 

açúcares, onde os cotilédones terão forte adstringência e acidez elevada, logo não 

irá fermentar satisfatoriamente, apresentando um baixo rendimento (BRAUDEAU, 

1969; LAJUS, 1982). 

É importante que haja um período intermediário de espera entre a colheita 

e a fermentação, pois certos fenômenos bioquímicos ocorrem nesse período, 

como a liberação de açúcares contidos na polpa, os quais são indispensáveis à 

fermentação (BAREL, 1987; BECKETT, 1994; HASHIM, et al., 1998; CAMU et 

al., 2008). Alguns autores afirmam que o tempo de espera entre a colheita e a 

quebra do fruto se dá entre o quinto e sexto dia, assim irão se obter melhores 

resultados (BAREL, 1987; PORTILLO et al., 2005; ORTIZ DE BERTORELLI et 

al., 2009). 

1.1.2. Fermentação das sementes 

A fermentação é uma etapa essencial para a obtenção de amêndoas de boa 

qualidade. É uma das etapas mais importantes do pré-processamento, pois nesta 

fase de beneficiamento iniciam-se importantes transformações físicas, bioquímicas e 

estruturais que contribuem significativamente para o desenvolvimento de sabor, 

aroma e cor do chocolate, características reveladas posteriormente na fase de 

processamento, principalmente na torração, das amêndoas (ROHAN; CONNEL, 
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1964; SCHWAN; WHEALS, 2004; VALLE, 2007; AFOAKWA et al., 2008). Segundo 

Minifie (1989), a fermentação e a secagem das sementes de cacau são de vital 

importância, sendo que nenhum outro processamento posterior é capaz de corrigir 

falhas nestas etapas. 

A fermentação ajuda a separar a polpa mucilaginosa ao redor da semente e 

causa a morte do cotilédone (GÁLVEZ et al., 2006). Isso propicia mudanças 

bioquímicas dentro das sementes, o que contribui com a redução do amargor e 

adstringência e o desenvolvimento dos precursores do sabor (BAREL, 1997; 

GÁLVEZ et al., 2006). 

No processo de fermentação, considera-se como fatores importantes o 

sistema de fermentação (caixa, monte, cesto etc.), a temperatura 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 são fatores de grande 

importância (ROHAN; CONNEL, 1964; LOPEZ; QUESNEL, 1973; BISPO, 1999; 

LOPES, 2000; EFRAIM, 2004). 

A fermentação das sementes de cacau pode ser realizada de várias formas. 

Os sistemas mais usados são os montes, cestos, caixas de madeira e bandejas. A 

fermentação em montes é usada principalmente em Gana, Nigéria e Costa do 

Marfim. As sementes são amontoadas no chão sobre folhas de bananeira e 

recobertas com o mesmo material. Para facilitar a drenagem do líquido exsudado 

(mel), formam-se montes sobre estrados de fibras vegetais, bambu ou madeira. O 

revolvimento da massa geralmente é feito no segundo e no quarto dia (ROHAN; 

CONNEL, 1964; BAKER et al.,1994) 

No Brasil, a CEPLAC (Comissão Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) 

recomenda o uso de caixas de madeira, denominada de cochos de fermentação, 

eles são dotados de paredes divisórias removíveis facilitando o revolvimento da 

massa em fermentação. O fundo deve conter orifícios com 0,6 a 1,0 centímetros de 

diâmetro espaçados de 15 em 15 centímetros para a drenagem dos líquidos 

liberados durante o processo e aeração da massa (CEPLAC, 2001). 

Grimaldi (1978) propôs a utilização de uma caixa de fermentação contínua, a 

qual denominou T-60 (Figura I.1). A caixa é composta por três compartimentos, cada 

um adequado a uma fase da fermentação. O pesquisador recomenda que após 48 
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horas as amêndoas sejam transferidas do compartimento 1 para o compartimento 2 

e após 96 horas do compartimento 2 para o 3. Esse tipo de caixa constitui um 

excelente método, pois permite bom controle da fermentação e proporciona a cada 

fase as condições ideais para o melhor andamento do processo.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.1. Esquema da caixa de fermentação T-60 proposta por Grimaldi (1978). 

O tempo recomendável de duração da fermentação está entre cinco e sete 

dias, não sendo recomendável menos que cinco e mais que sete dias 

(FERNÁNDEZ-BARBERY, 1999), onde uma fermentação excessiva, superior à sete 

dias, resulta em um cacau de coloração castanho escuro, com cheiro de amônia ou 

odor desagradável de matérias em putrefação (FREIRE et al., 1992; DIAS, 2001). 

Durante o processo, a massa de cacau é coberta com sacos de juta ou folhas 

de bananeira para reduzir perdas de calor e evitar o ressecamento excessivo da 

camada superficial. A CEPLAC não recomenda a utilização de plásticos como 

cobertura porque dificultam a aeração. Alguns estudos utilizaram culturas starters 

para auxiliar nesse processo fermentativo e obtiveram resultados satisfatórios 

(SAMAH et al., 1992; SCHWAN, 1998; LEAL et al., 2008), porém  esta técnica não 

foi amplamente implementada no campo (LEFEBER et al., 2011), pois a maioria das 

fermentações são conduzidas em caixas de madeira ou sobre folhas de bananeira, 

que facilita a contaminação por microbiota natural existentes na superfície desta 

folha (microbiota selvagem) (LOPES et al., 2003).  
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A massa de sementes deve sofrer revolvimentos ao longo do processo. Esse 

revolvimento é muito importante no decorrer da fermentação, pois a aeração 

controla o nível de acidez e os acréscimos de temperatura e influencia na atividade 

enzimática necessária ao desenvolvimento do sabor e aroma de chocolate 

(SCHWAN et al., 1996). Ceplac (1980) e Lajus (1982) indicam períodos de 24, 48, 

96, 120 e 144 horas, porém de acordo com Dias (1987), os tempos seriam 48, 72, 

96, 120 e 144 horas após o inicio do processo. 

De acordo com a CEPLAC (1980) o término da fermentação é definido pela 

estabilização da temperatura e aparência externa das sementes, apresentando 

coloração vermelho-castanho intensa e aroma de vinagre devido à formação do 

ácido acético durante o processo fermentativo. O cacau não fermentado apresenta 

cotilédones compactos, de coloração cinza-escuro ou roxo e de sabor extremamente 

amargo (VALLE, 2007). Logo após, o processo de fermentação, inicia-se a 

secagem, que além de eliminar água, a secagem do cacau dá continuidade às 

mudanças bioquímicas, iniciadas na fermentação, que vão contribuir para o sabor, 

aroma e cor característicos do chocolate (LUNA et al., 2002; COUNET; COLLIN, 

2003). A secagem é também responsável pela redução da acidez das amêndoas 

(CUNHA; SERÔDIO, 1991; GARCÍA-ALAMILLA, 2007). A taxa de umidade das 

amêndoas deve ser reduzida de 40-50% para 6-8% (ROHAN; STEWART, 1967; 

LOPEZ; QUESNEL, 1973; FAGUNWA et al., 2009).  

2. BIOQUIMICA DA FERMENTAÇÃO 

A fermentação do cacau é um processo complexo que consiste em uma série 

de atividades microbianas bem definidas que são inicialmente dominadas por 

leveduras e, posteriormente, por bactérias lácticas, onde estas espécies, após 48 h 

de fermentação, reduzem sua atividade e são substituídas por bactérias acéticas. 

Várias espécies de Bacillus, outras bactérias e fungos filamentosos também podem 

crescer ao longo da fermentação (ARDHANA; FLEET, 2003; SCHWAN; WHEALS, 

2004; GARCIA-ARMISEN et al., 2010; LIMA et al., 2011).  

Estas atividades microbianas geram metabólitos e condições que propiciam a 

morte da semente desencadeando assim uma série de reações bioquímicas e 

alterações químicas dentro dela, sendo essenciais para o desenvolvimento do sabor, 

aroma e cor do chocolate (PEREIRA et al., 2012).  
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Há duas fases definidas e distintas de reações que ocorrem no interior do 

cotilédone durante a fermentação (FORSYTH; QUESNEL, 1957, EFRAIM, 2004): 

 Fase I (Hidrólise Anaeróbica): Inicia-se no momento em que os frutos são 

partidos e pode durar até 48 horas. No primeiro dia, a polpa aderida começa a se 

tornar líquida, sendo então drenada, e a temperatura aumenta gradativamente. 

Nestas condições anaeróbicas, microrganismos produzem álcool etílico, e em 

seguida, ácido acético, sendo esses responsáveis conjuntamente pela morte do 

gérmen com consequente perda da capacidade de germinação. É a partir deste 

momento que as sementes podem ser chamadas de amêndoas de cacau. Este 

processo contribui para modificações estruturais, como a remoção da 

compartimentalização celular das enzimas e de seus substratos (proteínas, 

compostos fenólicos, entre outros). Líquidos celulares se movem através das 

paredes, se espalhando por todo o grão de cacau. Por volta do terceiro dia, a massa 

das amêndoas tem sua temperatura elevada entre 45 e 50 °C. Nessa fase, há uma 

difusão dos conteúdos celulares, iniciando-se uma série de reações relacionadas 

com as alterações de sabor, aroma e cor da semente. A difusão dos ácidos para o 

interior do cotilédone contribui para reações enzimáticas, propiciando ainda proteção 

contra bactérias putrefativas, evitando prejuízos ao sabor devido à produção de 

ácidos graxos voláteis C3 à C5. 

 Fase II (Condensação Oxidativa): Fase posterior à hidrólise anaeróbica e 

que freqüentemente se sobrepõe a esta. Ressalta-se a oxidação dos polifenóis que 

formam ou não complexos com as proteínas e peptídeos levando a redução da 

adstringência e do amargor. A oxidação observada nesta fase continua na etapa de 

secagem até que a umidade atinja um ponto mínimo no qual cessa a atividade da 

polifenoloxidase. 

A polpa do fruto é rica em açúcares fermentáveis como a glicose, frutose e 

sacarose, e tem um baixo pH em torno de 3,0 - 3,5, principalmente devido a 

presença de ácido cítrico. Durante a fermentação a polpa do cacau sofre a ação de 

microrganismos presentes naturalmente no meio, estas condições selecionam o 

crescimento inicial de leveduras e bactérias do ácido láctico. Uma diversidade de 

leveduras tem sido reportada como colonizadores primários na fermentação do 

cacau, sendo Saccharomyces, Hanseniaspora e Pichia os genêros predominantes 

(BOEKHOUT; ROBERTS, 2003; MOREIRA et al., 2013).  
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 As bactérias lácticas consomem glicose e ácido cítrico, provenientes da polpa 

de cacau para a produção de ácido láctico (THOMPSON et al., 2001; SCHWAN; 

WHEALS, 2004;). Lagunes-Gálvez et al. (2007) relataram que o maior teor de ácido 

láctico foi encontrado no 5º dia de fermentação. A presença de ácido láctico não é 

favorável para a qualidade do cacau, pois o teor de ácido láctico gerado durante a 

fermentação permanece no chocolate mesmo após seu processamento, obtendo um 

chocolate com sabor indesejável (THOMPSON et al., 2001). 

Bactérias acéticas (Acetobacter e Gluconobacter spp.) crescem, oxidando o 

etanol, inicialmente produzido pelas leveduras, para ácido acético. Acetobacter aceti, 

Acetobacter pasteurianus, Acetobacter ghanensis, Acetobacter senegalensis, 

Acetobacter lovaniensis, Acetobacter fabarum, Gluconobacter oxydans, e 

Gluconobacter xylinus foram as principais espécies de bactérias do ácido acético 

isoladas durante fermentações de cacau no Brasil e nos estudos de Camu et al. 

(2007), Papalexandratou et al. (2011) e Pereira et al. (2013). 

  Durante a fermentação, o ácido acético é difundido para o interior das 

sementes, o que provoca uma diminuição do pH de 6,5 a 4,5 (THOMPSON et al., 

2001). Se as sementes de cacau têm um pH alto (5,5 - 5,8) após a fermentação, 

eles são considerados pouco fermentados,  enquanto que sementes de cacau com 

menor pH (4,75 - 5,19) são considerados bem fermentados (AFOAKWA et al., 2008). 

Diferentes compostos voláteis e não-voláteis, tais como álcoois, aldeídos, 

cetonas, ésteres, ácidos carboxílicos, pirazinas e açúcares são produzidos como 

consequência da atividade microbiana durante a fermentação do cacau 

(RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2011). 

Além dos açúcares redutores, os peptídeos e aminoácidos livres hidrofóbicos 

são os precursores específicos do sabor de chocolate (VOIGT; BIEHL; HEINRICHS, 

1993; KRATZER et al., 2009; NOOR-SOFFALINA et al., 2009). Trabalhos prévios 

mostraram que alguns aminoácidos livres hidrofóbicos como a leucina, alanina, 

fenilalanina e tirosina são alguns dos mais importantes componentes que contribuem 

para a formação desse sabor, e são desenvolvidos durante a fermentação das 

sementes (MOHR et al., 1976; BRITO et al., 2001). 

Durante a fermentação a composição de aminoácidos nas sementes de cacau 

não fermentadas e fermentadas muda sensivelmente. Sementes não fermentadas 
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de cacau possuem concentrações significativas de aminoácidos totais (5,16 g/kg), 

aminoácidos ácidos (0,93 g/kg), aminoácidos hidrofóbicos (1,56 g/kg) e outros 

aminoácidos (2,68 g/kg) (KIRCHHOFF et al., 1989; HASHIM et al., 1998; YUSEP et 

al., 2002). Ao final da fermentação, os aminoácidos totais, hidrofóbicos, e outros, 

aumentam cerca de 150, 280 e 130%, enquanto é observada uma queda em torno 

de 15% nos aminoácidos ácidos (OTHMAN et al., 1992; PINTO; CHICHESTER, 

1996). Dos aminoácidos hidrofóbicos, as concentrações de leucina, valina, tirosina, 

isoleucina e fenilalanina são as que mais aumentam (em torno de 270, 360, 400, 750 

e 1900%) e as que mais contribuem para a formação do sabor (ROHAN; CONNEL, 

1964; MOHR et al., 1976; KIRCHHOFF et al., 1989; HASHIM et al., 1998; YUSEP et 

al., 2002). 

O acúmulo desses aminoácidos durante a fermentação está ligado à atividade 

especifica da protease aspártica das sementes, que quebram as proteínas 

preferencialmente próximas aos peptídeos hidrofóbicos, permitindo a ação limitada 

da carboxipeptidase de liberar os aminoácidos e peptídeos hidrofílicos (VOIGT; 

BIEHL; HEINRICHS, 1993; BRITO; AMANCIO; GARCIA, 2004). 

As pirazinas representam 40% do total de compostos identificados no sabor 

do chocolate e são normalmente encontradas durante a torração dos nibs 

(cotilédones fragmentados de cacau) (KOEHLER et al., 1969; SILWAR, 1988; 

MAGA, 1992; MISNAWI et al., 2004). Esses compostos também são produzidos 

durante a fermentação, sendo detectadas em altas concentrações em alguns 

alimentos fermentados (BESSON et al., 1997; MISNAWI et al., 2004; BELITZ et al., 

2009). 

Algumas bactérias são responsáveis pela produção de pirazinas durante a 

fermentação e entre elas estão o Bacillus spp. e o Lactococcus lactis (KIM et al., 

1994; BESSON et al., 1997; SCHAWN; WHEALS, 2004), identificado como espécies 

de bactérias láticas predominantes durante a fermentação de cacau (THOMPSON et 

al., 2001; ARDHANA; FLEET, 2003; SCHWAN; WHEALS, 2004; KOSTINEK et al., 

2008; MÜLLER; RAPPERT, 2010). 

A etapa de fermentação também é responsável pela redução significativa dos 

polifenóis solúveis presentes na semente de cacau fresca, implicando na redução da 

adstringência das sementes de cacau (LUNA et al., 2002). 
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3. COMPOSTOS FENÓLICOS 

3.1. Aspectos gerais 

Quimicamente, um fenol é definido como uma substância que possui um anel 

aromático ligado à uma hidroxila podendo ter vários grupos substituintes como 

carboxilas, metoxilas, outras estruturas cíclicas não aromáticas, entre outras 

(NYCHAS, 1995). A diversidade estrutural dos compostos fenólicos se deve à 

grande variedade de combinações que acontece na natureza e os compostos 

resultantes são chamados de polifenóis. Estas combinações fenólicas podem ser 

categorizadas em várias classes como mostradas na Tabela I.1 (HARBORNE, 1989; 

ANGELO; JORGE, 2007).  

Dentre os fenólicos destacam-se os flavonóides, os ácidos fenólicos, as 

proantocianidinas e os tocoferóis como os mais comuns antioxidantes fenólicos de 

fonte natural (SHAHIDI; NACZK, 1995; KING; YOUNG, 1999). Esses compostos 

encontram-se disponíveis nos frutos, vegetais, sementes, flores e em suas cascas e 

são produtos do metabolismo secundário das plantas, sendo essenciais para o seu 

crescimento (ANGELO; JORGE, 2007). 

Tabela I.1. Classe de compostos fenólicos em plantas. 

Classe Estrutura 

Fenólicos simples, benzoquinonas C6 

Ácidos hidroxibenzóicos C6-C1 

Acetofenol, ácidos fenilacéticos C6-C2 

Ácidos hidroxicinâmicos, fenilpropanóides C6-C3 

Nafitoquinonas C6-C4 

Xantonas C6-C1-C6 

Estilbenos, antraquinonas C6-C2-C6 

Flavonóides, isoflavonóides C6-C3-C6 

Lignanas, neolignanas (C6-C3)2 

Biflavonóides (C6-C3-C6)2 

Ligninas (C6-C3)n 

Proantocianidinas (C6-C3-C6)n 

Fonte: Harborne (1989); Angelo e Jorge (2007). 

Os compostos fenólicos podem ser formados através de duas rotas 

biogenéticas: pela via do ácido chiquímico, a partir de carboidratos, ou pela via do 

acetato-polimalato, que inicia com a acetil-coenzima A e malonil-coenzima A. A 

origem biogenética determina o padrão de substituição do composto fenólico 
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resultante. Dessa maneira, pela via do ácido chiquímico obtêm-se compostos com 

grupos hidroxilas em posição orto, formado a partir do ácido cinâmico. Por outro 

lado, a via do acetato-polimalato origina compostos com grupos hidroxilas dispostas 

em meta (BRUNETON, 1991; CARVALHO et al., 2001; ALMEIDA, 2007). 

Dos polifenóis vistos na Tabela 1, o foco dos estudos neste trabalho foram os 

flavonóides, presentes em elevadas quantidades no cacau. Os polifenóis podem ser 

divididos em, pelo menos, 10 diferentes classes, dependendo da sua estrutura 

básica. Onde os flavonóides representam a maior classe de compostos fenólicos e 

apresentam uma estrutura em comum de difenilpropano –C6-C3-C6 (PIETTA, 1999 ; 

FINE, 2000; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002), como pode ser observado na 

Figura I.2. São divididos em sete famílias em função do grau de oxidação da cadeia 

de três carbonos. As mais importantes são as flavonas, flavonols, as flavanonas, as 

antocianinas e os flavanols (Tabela I.2)  

 

Figura I.2. Estrutura básica e sistema de numeração dos flavonóides 

A classe que será foco do estudo é a classe dos flavanols, encontrada em 

grandes quantidades em sementes de cacau na forma de catequina e epicatequina 

(Figura I.3), podendo juntas representar até 37% do total de compostos fenólicos 

presentes na mesma (BONVEHÍ; COLL, 1997; WOLLGAST; ANKLAN, 2000; 

HATANO et al., 2002; ZHU et al., 2002). 
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Epicatequina Catequina 

Figura I.3. Estrutura da (-)-epicatequina e (+)-catequina. 

Além da catequina e epicatequina, as antocianinas e as proantocianidinas 

estão presentes em grandes quantidades no cacau, chegando a cerca de 4 e 58% 

do total de compostos fenólicos da semente, respectivamente (WOLLGAST; 

ANKLAN, 2000; ROSS; KASSUM, 2002). 

Os flavanols são comumente associados aos benefícios para a saúde 

cardiovascular, que incluem menores taxas de mortalidade por acidente vascular 

cerebral e ataque cardíaco, melhora a função endotelial vascular, reduz a pressão 

sanguínea e aumenta os níveis de colesterol HDL (HOOPER et al., 2012; REID et 

al., 2012). 

Flavanols, tais como catequina ou quercetina podem capturar diretamente 

espécies reativas de oxigênio, como O2, H2O2 (BINSACK et al., 2001) ou HClO 

Quercetina e miricetina, seguido por campferol, são os flavonóides com maior 

atividade de neutralização dos radicais livres (COTELLE et al., 1996) 

Entre os seres vivos, apenas os vegetais e os microrganismos são capazes 

de sintetizar compostos fenólicos (SIQUEIRA et al., 1991). Esses compostos estão 

entre as mais difundidas classes de metabólitos secundários, sendo conhecidos pela 

sua grande importância no sistema solo-planta (ALMEIDA, 2007). 
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Tabela I.2. Principais grupos de flavonóides e fontes alimentícias 

Grupo Estrutura química 
Exemplo de 
composto 

Fonte 

Flavona 

 

Apigenina Casca de maçã, aipo, 

Luteolína Morango, pimenta 

Tricetina Brócolis 

Flavonol 

 

Campferol 
Aipo, maçã, ameixa, pêra, 

pêssego 

Miricetina 
Cascas de frutas, vinho 

tinto 

Rutina Uvas, chá, cebola 

Quercetina Alface, azeitonas, cebola 

Flavanona 

 

Hesperidina Frutos cítricos 

Narigina Casca de cítricos 

Flavanol 

 

Epicatequina 
Vinho tinto, maçã 

 

Catequina 
Chá, vinho, maçã, 

chocolate 

Galocatequina Chá 

Antocianina 
 

 Cianidina Amora, açaí 

Delfinidina Cerejas 

Malvidina Uvas 

Perlagonidina Framboesa 

Peonidina Vinho tinto 

Petunidina 
Chá, morango, cascas de 

frutas com pigmentos 
escuros 

Fonte: Adaptado de Rice-Evans, Millar e Paganga, (1996); Rogez (2000); Nijveldt et 

al. (2001), Pennington (2002). 
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3.2. Compostos Fenólicos Presentes no Cacau 

Os polifenóis do cacau são armazenados nas células de pigmentos dos 

cotilédones das sementes. A quantidade total de polifenóis solúveis presentes em 

farinha desengordurada de sementes frescas de cacau corresponde de 15 a 20%. 

Em sementes fermentadas, esse valor cai para 5% (KEALEY et al., 1998; BRITO, 

2000). 

Os principais compostos fenólicos encontrados nas sementes de cacau são 

listados na Figura I. 4, estando dentro das classes dos taninos e dos flavonóides. 

 

 

 

 

 

Figura I.4. Principais polifenóis encontrados nas sementes de cacau. 

Fonte: PORTER; MA; CHEN (1991); SANBONGI et al. (1998); SANCHEZ- 

RABANEDA et al. (2003); COUNET et al. (2006). 
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As sementes do cacau também contêm uma série complexa de procianidinas, 

formadas a partir da condensação de unidades individuais de catequinas ou 

epicatequinas, chamados monômeros; por isso, são também conhecidas como 

taninos condensados. Procianidinas, flavan-3-ols, também desempenham um papel 

importante em produtos derivados do cacau, uma vez que contribuem para o seu 

sabor e aceitabilidade, pois ambos afetam tanto o amargor como a adstringência 

(KOMES et al., 2012; SUN-WATERHOUSE; WADHWA, 2012). Por serem moléculas 

altamente hidroxiladas, podem formar compostos insolúveis ao se complexarem com 

carboidratos e proteínas. Durante a degustação de alimentos com alto teor destes 

compostos, pode ocorrer a complexação das procianidinas com proteínas da saliva, 

o que confere a sensação de adstringência (WOLLGAST; ANKLAN, 2000).  

Produtos de cacau e de chocolate são, de fato, ricos em polifenóis flavan-3-ol, 

também conhecidos como flavonóis, que possuem atividade antioxidante e foram 

relatados que exercem um efeito protetor contra doenças cardiovasculares, câncer e 

processos inflamatórios no corpo humano (SERAFINI et al., 2003; ENGLER et al., 

2004; HEISS et al., 2005; JOURDAIN et al., 2006; COOPER et al., 2008; CORTI et 

al., 2009).O cacau é conhecido por conter níveis elevados de flavan-3-óis 

(flavonóides) que ocorrem tanto quanto monômeros de catequina e epicatequina 

como flavonol polimerizadas ou procianidinas (KIM; KEENEY, 1984; PORTER; MA; 

CHANG; 1991; HARBORNE; BAXTER; MOSS, 1999; PAYNE et al., 2010) 

Em sementes frescas de cacau os compostos fenólicos representam 15 a 

20% do peso da semente fresca (seca e desengordurada), podendo chegar a 

valores de 120 a 180 g/Kg. Já em amêndoas fermentadas, secas e 

desengorduradas, com cerca de 6% de umidade, valores de fenólicos totais 

próximos a 11% são indicativos de uma boa fermentação, enquanto valores iguais 

ou superiores a 23% são indicativos de má fermentação. Esses valores são válidos 

para a variedade Forastero. A variedade Criollo apresenta aproximadamente 2/3 

desses valores, excluindo-se as antocianinas, que não são encontradas nos 

cotilédones de suas sementes (NAZARUDDIN et al., 2006; WOLLGAST; ANKLAN, 

2000). Nas sementes de cacau, esses compostos estão armazenados em células 

específicas no cotilédone (vacúolos). Dependendo da quantidade de antocianinas 

nas as células de pigmento, em polifenóis são brancas ou purpuras. (DREOSTI, 

2000; WOLLGAST; ANKLAN, 2000). 
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3.3.  Antocianinas no Cacau 

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonóides (grupo de pigmentos 

naturais com estruturas fenólicas variadas), apresentando em sua estrutura química 

um resíduo de açúcar na posição 3, facilmente hidrolisado na fermentação do cacau. 

Como produtos da hidrólise da antocianina obtêm-se um açúcar e uma antocianidina 

(aglicona) As antocianinas representam um significante papel na prevenção ou 

retardamento do aparecimento de várias doenças por suas propriedades 

antioxidantes (MARTÍNEZ-FLÓREZ, 2002; KUSKOSKI et al., 2004). 

Hansen, Del-Olmo e Burri (1998) atribuem a hidrólise das antocianinas pelas 

enzimas β-galactosidase e pela α-arabinosidase, que apresentam pronunciada 

estabilidade no decorrer da etapa de fermentação. As sementes de cacau in natura 

contêm pigmentos antociânicos roxos, 3-β-D-galactosidil-cianidina e 3-α-L-

arabinosidil-cianidina. Durante fermentação, estes pigmentos são hidrolisados por 

glicosidases, resultando num branqueamento dos cotilédones (FORSYTH; 

QUESNEL, 1957). Segundo Niemenak et al. (2006), a antocianina majoritária da 

semente de cacau é 3-α-L-arabinosidil-cianidina (Figura I.5). 

 

Figura I.5. Antocianina majoritária da semente de cacau (3-α-L-arabinosidil-

cianidina). 

 A estabilidade das antocianinas ao descoramento é aumentada 

consideravelmente pela presença de ácidos fenólicos. O mesmo efeito é observado 

pela presença de flavonóides não-antociânicos, especialmente os flavonóis, como 

por exemplo a rutina. Compostos como o acetaldeído, aminoácidos, taninos, dentre 

alguns outros, também conferem aumento na estabilidade da molécula. (GALVANO 

et al., 2004; MARÇO; POPPI, 2008). 
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Durante o processo de fermentação, as antocianinas são hidrolisadas a 

antocianidinas. Os compostos polimerizam com catequinas simples para formar 

proantocianidinas. As antocianinas geralmente desaparecem rapidamente durante o 

processo de fermentação (perda de 93% após 4 dias). Assim, o teor de antocianinas 

pode ser considerado um bom índice para determinação do grau de fermentação 

das amêndoas de cacau (LANGE; FINCKE, 1970; PETTIPHER, 1986; SHAHIDI; 

NACZK, 1995).  

3.4. Fatores Relacionados à Redução dos Fenólicos Durante o Beneficiamento do 

Cacau 

Durante as etapas do beneficiamento são gerados não apenas os precursores 

do sabor característico dos produtos de cacau, como também compostos que não 

mais sofrerão modificações e que contribuirão para esse sabor. Os compostos 

fenólicos têm sido estudados há várias décadas devido à influência negativa que 

exercem no sabor, conferindo o amargor e a adstringência verificados em produtos 

com elevados teores desses compostos (FORSYTH; QUESNEL, 1957; ROHAN; 

CONNEL, 1964; CROSS; VILLENEUVE; VINCENT, 1982; VILLENEUVE; CROSS; 

MACHEIX, 1985; SHAUGHNESSY, 1992; BRITO, 2000). Por outro lado, 

descobertas sobre os efeitos benéficos desses compostos à saúde humana têm 

provocado interesse em mantê-los durante o processamento dos produtos obtidos 

do cacau, sem prejuízo do sabor (KEALEY et al., 1998; EFRAIM, 2004; RIZO, 2006). 

A quantidade total de polifenóis solúveis em sementes in natura 

desengorduradas e secas é de 15 a 20% (corresponde aproximadamente à 6% em 

da semente seca em ar, contendo 54% gordura e 6% de água), em sementes 

fermentadas aproximadamente 5% (mais de 10% é indicativo de uma má 

fermentação). Estes valores são válidos para sementes do cacau da variedade 

Forasteiro, a variedade Criollo tem aproximadamente 2/3 da quantidade de 

polifenóis, e as antocianinas, não foram encontradas (LANGE; FINCKE, 1970). 

Estudos realizados, de acordo com Zumbé (1998) e Brito (2000), mostram que as 

sementes de cacau não fermentadas possuem de 6 a 8 % de seu peso seco de 

compostos fenólicos. 
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Durante a fermentação das sementes, uma das primeiras etapas do 

processamento para obtenção de derivados de cacau, ocorre a morte do embrião ou 

gérmen. Com isso, os compostos fenólicos entram em contato com enzimas como a 

polifenoloxidase e glicosidases presentes nas sementes (FORSYTH; QUESNEL, 

1957), sofrendo reações de oxidação, complexações com proteínas, formação de 

compostos denominados quinonas, que por sua vez sofrem condensação covalente 

com os grupos reativos de aminoácidos, peptídeos, proteínas e fibras (CROSS; 

VILLENEUVE; VINCENT, 1982; BRITO, 2000). Dessa forma, durante a etapa de 

fermentação, o teor de compostos fenólicos diminui cerca de 70%, e o teor de 

epicatequina, composto fenólico do grupo dos flavanóis, diminui cerca de 90%. 

Ao longo da fermentação, a combinação de atividades enzimáticas 

endógenas e exógenas juntamente com a difusão de metabólitos dentro e fora dos 

cotilédones, permite a polimerização dos polifenóis ocorrendo reações com outros 

compostos para formar complexos. Estas reações diminuem a solubilidade dos 

polifenóis, reduzindo assim a amargor e a adstringência, além de contribuir para a 

cor típica das sementes fermentadas. (HANSEN; DEL-OLMO; BURRI, 1998; LIMA et 

al., 2011). 

A etapa de fermentação é a maior responsável pela redução significativa de 

polifenóis solúveis do cacau. A redução dos polifenóis solúveis ocorre através da 

perda do exudado (WOLLGAST; ANKLAM, 2000; LUNA et al., 2002) e pela ação da 

enzima polifenoloxidase, que se estende até a etapa de secagem (MISNAWI et al., 

2002; AMAROWICZ et al., 2009).  

Durante a etapa de secagem, também ocorre a diminuição do teor de 

polifenóis, atribuída ao escurecimento enzimático causado pela enzima 

polifenoloxidase, que, nessa etapa, encontra condições ideais para sua atividade. 

Posteriormente, ocorre o escurecimento não enzímico decorrente da polimerização 

de quinonas formadas durante a fermentação e da acumulação de compostos 

insolúveis (BRITO, 2000). 

Devido à ação da polifenoloxidase (PPO) enzima os polifenóis presentes são 

oxidados e grande parte formam polímeros de altos pesos moleculares chamados 

de polifenóis condensados (HANSEN; DEL-OLMO; BURRI, 1998; EFRAIM, 2010). 

Segundo Bonvehí e Coll (1997) os compostos polifenólicos e os flavonóides 

presentes na semente de cacau são submetidos a uma oxidação bioquímica onde 
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estes compostos aumentam suas cadeias poliméricas, podendo se complexar com 

proteínas, diminuindo a solubilidade e o sabor adstringente característicos dos 

polifenóis e flavonóides. 

Além da polifenoloxidase, a peroxidase também está presente no cacau 

(NDOUMOU et al., 1995). Essa enzima oxida eficientemente os compostos fenólicos 

usando H2O2 como co-substrato (SAKHAROV; ARDILA, 1999). 

Uma baixa atividade da polifenoloxidase e da peroxidase, ou condições que 

podem levar a uma redução da atividade das mesmas, têm sido apontadas como 

fatores responsáveis pela cor violácea em amêndoas mal fermentadas. 

Ocasionalmente a oxidação enzimática é inibida pela falta de aeração na massa 

(REEVES et al., 1988; BRITO et al., 2001; EFRAIM, 2004).  
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AMINOÁCIDOS

Lisina

Cadaverina

Triptofano

Triptamina

Serotonina

Arginina

AgmatinaOrnitina

Putrescina

Fenilalanina

Feniletilamina

Tirosina

Tiramina

Histidina

Histamina

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espermidina Espermina 

4. AMINAS BIOATIVAS 

4.1. Aspectos Gerais 

As aminas bioativas podem ser definidas como compostos orgânicos 

nitrogenados, nos quais um, dois ou três átomos de hidrogênio da amônia são 

substituídos por grupos alquila ou arila. Podem ser alifáticas, alicíclicas ou 

heterocíclicas e possuem baixo peso molecular. Sua síntese é realizada através da 

descarboxilação dos aminoácidos ou por aminação e transaminação de aldeídos e 

cetonas (SMITH, 1980-1981; BRINK et al., 1990; HALÁSZ et al., 1994; SOUSADIAS; 

SMITH, 1995; SILLA-SANTOS, 1996; LIMA; GLÓRIA 1999; GLÓRIA, 2005).  

Aminoácidos dão origem à denominação das aminas bioativas, ou seja, 

aminoácidos precursores, como histidina, tirosina, triptofano, originam 

respectivamente, histamina, tiramina, triptamina, como pode ser visualizado na 

Figura I.6. Cadaverina e a putrescina são encontradas em produtos em fase de 

decomposição ou putrefação, enquanto que a espermina e a espermidina foram 

isoladas pela primeira vez no fluido seminal, dando, assim, origem aos seus nomes 

(FLORES et al., 1989, LIMA; GLÓRIA, 1999; GLÓRIA 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.6. Precursores de algumas aminas bioativas 

Fonte: ANCIN-AZPILICUETA et al. (2008). 
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As aminas bioativas podem ser classificadas em função do (a): 

 Número de grupamentos amina: monoaminas (tiramina e feniletilamina), as 

diaminas (histamina, triptamina, serotonina, putrescina e cadaverina) e as 

poliaminas (espermidina, espermina e agmatina) (BARDÓCZ, 1995; SILLA-

SANTOS, 1996); 

 Estrutura química: alifáticas (putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e 

agmatina), aromáticas (tiramina e feniletilamina) e heterocíclicas (histamina e 

triptamina e serotonina) (SILLA-SANTOS, 1996) e, em função do grupo químico 

como catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina), indolaminas 

(serotonina) e como imidazolaminas (histamina) (BARDÓCZ, 1995); 

 Via Biosintética: aminas naturais e aminas biogênicas. As aminas naturais 

(putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina e espermina) são formadas in situ 

nas células à medida que são requeridas e, estarão presentes quando estas 

forem transformadas em produtos alimentícios., já as aminas biogênicas são 

formadas pela descarboxilação de aminoácidos por enzimas microbianas 

(histamina, serotonina, tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina 

e agmatina) (LIMA; GLÓRIA, 1999; SANCHES-CASCADO, 2005; BOVER-CID et 

al., 2006);  

 Função que exercem: baseado na função fisiológica, as aminas são 

classificadas em poliaminas e aminas biogênicas As poliaminas são bases 

orgânicas alifáticas e hidrossolúveis, que, em pH fisiológico, atuam como 

policátions. Pertencem ao grupo das poliaminas, a espermidina (EPD), a 

espermina (EPM) (BARDÓCZ, 1995) e a agmatina (AGM) (MOINARD et al., 

2005). Por serem policátions, as poliaminas estão envolvidas em diversas funções 

metabólicas e fisiológicas em animais, vegetais e microorganismos (HOET; 

NEMERY, 2000; GUGLIUCCI, 2004; GARCIA-FAROLDI et al., 2009). As aminas 

biogênicas são vasoativas e neuroativas (tiramina, histamina e serotonina) devido 

ao seu efeito nos sistemas vascular e neural (BARDÓCZ, 1995). 
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 Na Tabela I.3, estão representadas as estruturas químicas de algumas 

aminas bioativas. 

Tabela I.3. Estrutura química de algumas aminas bioativas. 

AMINAS BIOATIVAS ESTRUTURA QUÍMICA 

Serotonina 

 

Histamina 

 

Espermina 

 

Agmatina 

 

2-Feniletilamina 

 

Tiramina 

 

Triptamina 

 

Putrescina 

 

Cadaverina 

 

Espermidina 

 

Fonte: LIMA; GLÓRIA (1999).  
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4.2. Biossíntese 

A síntese das aminas biogênicas histamina, tiramina, triptamina, feniletilamina 

e cadaverina ocorrem através da descarboxilação do aminoácido precursor, no caso, 

histidina, tirosina, triptofano, fenilalanina e lisina, respectivamente (HALÁSZ et al., 

1994, GLÓRIA, 2005). Na síntese da serotonina, o triptofano é convertido pela 

triptofano-hidrolase em 5-hidroxitriptofano, que é descarboxilado pela enzima 

aminoácido aromático descarboxilase (AADC) em 5-hidroxitriptamina ou serotonina. 

A tirosina é precursora de aminas fenólicas como a octopamina e a dopamina 

(NAGATSU, 1991; GLÓRIA; VIEIRA, 2007). 

A reação geral para a descarboxilação de aminoácidos e a aminação de 

aldeídos para a síntese de aminas está representada na Figura 7. A descarboxilação 

de aminoácidos pode ser resultado de altas temperaturas ou da ação de enzimas 

microbianas. Microrganismos descarboxilase-positivos podem constituir parte da 

população microbiana normal ou serem provenientes de contaminação antes, 

durante ou depois do processamento. (GLÓRIA; VIEIRA, 2007). 

Figura I.7. Formação das aminas pela descarboxilação (1) e pela aminação de 

aldeídos (2) 

Fonte: GLÓRIA (2005). 

Pré-requisitos para formação das aminas nos alimentos são a disponibilidade 

de aminoácidos livres, que podem ocorrer naturalmente em alimentos, mas também 

são liberados de proteínas, como resultado da atividade proteolítica ou degradação 

térmica; elevadas temperaturas de processamento ou a presença de 

microrganismos descarboxilases-positivos, que podem constituir parte da população 

microbiana normal ou serem provenientes da contaminação antes, durante ou 

depois do processamento (MAGA, 1978; HALÁSZ, 1994; GLÓRIA, 2005; GLÓRIA; 

VIEIRA, 2007).  
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As poliaminas são formadas a partir da descarboxilação de ornitina e da 

arginina pelas respectivas enzimas, ornitina descarboxilase (ODC) e arginina 

descarboxilase (ADC) (MEDINA et al., 2003). Existem várias vias biossintéticas 

responsáveis pela produção de poliaminas, onde os aminoácidos ornitina e arginina 

são os precursores destas. A putrescina é considerada um intermediário obrigatório 

na síntese de poliaminas e sua via de formação pode ser diferente entre os 

organismos vivos.  

Em animais e fungos a principal via é pela enzima ornitina descarboxilase 

(ODC), promovendo a descarboxilação da ornitina e, consequentemente, formação 

da putrescina (PUT). Já em plantas e microorganismos, a arginina descarboxilase 

(ADC) é a principal enzima responsável por promover a descarboxilação de arginina 

e consequente formação de agmatina, esta será convertida em N-

carbamoilputrescina e, posteriormente, em PUT, pela enzima agmatina urea-

hidrolase (agmatinase). (SMITH, 1984; FLORES et al., 1989; BARDÓCZ, 1995; 

WALTERS, 2003; HILLARY; PEGG, 2003).  

Para que ocorra a conversão de putrescina em espermidina e esta em 

espermina uma série de reações envolvendo transferases, descarboxilases e 

sintetases acontecem paralelamente. A metionina é convertida em S-adenosil 

metionina (SAM) e, pela ação da S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC), 

forma a S-adenosil metionina descarboxilada, usada como doadora de aminopropila 

para a formação de espermidina catalisada pela espermidina sintase, formando 

assim a espermidina. De modo semelhante, ocorre a formação da espermina, pela 

ação da espermina sintase, a partir da espermidina e do SAM como doador de grupo 

aminopropila (SMITH, 1984; FLORES et al., 1989; WALTERS, 2003; GLÓRIA, 

2005). 
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Na Figura I.8, de forma resumida estão as vias biosintéticas para aminas 

bioativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.8. Biossíntese de aminas bioativas em vegetais. 

Fonte: CHITARRA; CHITARRA (2005). 

4.3. Importância Fisiológica  

 As aminas bioativas participam de importantes processos fisiológicos e 

metabólicos nos organismos de animais e plantas. Aceleram o processo metabólico, 

promovem a conversão enzimática; atuam como hormônios ou fatores de 

crescimento e são biomoduladores (SMITH, 1980-1981; NAGATSU, 1991; 

STRATTON et al., 1991).  

 As aminas biogênicas são geralmente psicoativas, neuroativas ou vasoativas 

(vasodilatadoras e vasoconstritoras).  Aminas psicoativas, tais como a histamina e 

serotonina afetam o sistema nervoso central. A histamina possui uma função 

biológica importante, pois atua como um mediador primário dos sintomas imediatos 

percebidos em respostas alérgicas (SILLA-SANTOS, 1996); aminas vasoativas 

agem diretamente ou indiretamente no sistema vascular; aminas vasoconstritoras 

como a tiramina, triptamina e feniletilamina causam um aumento na pressão 

sanguínea devido à constrição do sistema cardiovascular, aumentando o ritmo 

cardíaco (GLÓRIA, 2005). 
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   Além de seu papel biológico como fonte de nitrogênio e serem precursores 

na síntese de hormônios, alcalóides, ácidos nucléicos e proteínas, as aminas são 

importante componentes do aroma de alimentos e precursores potenciais de 

compostos N-nitroso (SILLA-SANTOS, 1996). 

 As poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) são essenciais ao 

crescimento e metabolismo celular, sendo rapidamente requeridas em tecidos em 

crescimento (BARDÓCZ et al., 1993; SOUSADIAS; SMITH, 1995), interagem 

eletrostaticamente com várias macromoléculas, especialmente DNA, RNA e 

proteínas estando envolvidas no estímulo e regulação de suas sínteses, proliferação 

e crescimento celular; interagem com componentes da membrana celular 

carregados negativamente,  tais  como fosfolípidios, sendo mportantes na 

permeabilidade e estabilidade da membrana; devidos as estes fatores estudos 

constataram que as poliaminas agiam como promotoras de crescimento em 

concentrações não tóxicas (DROLET et al., 1986; BARDOCZ, 1995; SILLAS-

SANTOS, 1996; JEEVANANDAM et al.,1997; LÖSER, 2000).  

 Segundo SILLA-SANTOS (1996), as poliaminas espermina, espermidina e a 

diamina putrescina inibem a oxidação dos ácidos graxos poli-insaturados. Este efeito 

antioxidante é correlacionado com o grupo NH3+ presente na estrutura química das 

poliaminas.  Drolet et al. (1986) e Bardócz (1995) afirmam que a espermina e a 

espermidina são eficientes estabilizadores de radicais livres in vitro. Desta forma, 

podem inibir a peroxidação lipídica e prevenir a senescência em vegetais, tendo 

efeitos também no aumento da firmeza, no retardamento das alterações na cor da 

fruta, na inibição da peroxidação lipídica e na diminuição nas taxas de emissão de 

etileno e respiração (PANDEY et al., 2000; VALERO et al., 2002). 

 As aminas serotonina, triptamina, histamina, agmatina e cadaverina estão 

presentes em frutas, e por isso acabam agindo como protetores contra possíveis 

predadores (BOUCHEREAU et al., 2000).  
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4.4.  Aspectos Tóxicologicos  

As aminas são metabolizadas no organismo por enzimas aminoxidases, como 

as monoaminoxidases (MAO), as diaminoxidases (DAO) e poliaminoxidases (PAO) 

e, geralmente não representam qualquer perigo para a saúde dos indivíduos, 

entretanto, quando ingeridas em elevadas concentrações ou quando o sistema de 

catabolismo das aminas é inibido, podem causar efeitos tóxicos (HALÁSZ et al., 

1994; GLÓRIA, 2005). Podem causar intoxicações quando há inibição das 

aminoxidases ou ocorrerem efeitos sinérgicos ou potencializadores ou se houver 

deficiência genética (HALÁSZ et al., 1994).  

Aminas biogênicas em altas concentrações são indesejáveis em alimentos, 

pois conforme a quantidade ingerida podem causar dores de cabeça, disfunções 

respiratórias, palpitação, hiper ou hipotensão e uma série de desordens alérgicas 

(Tabela I.4) (LOUNVAND-FUNEL, 2001). 

Tabela I.4. Efeitos farmacológicos de algumas aminas 

Amina Efeitos Farmacológicos 

Histamina 

Libera adrenalina e noradrenalina 

Excita a musculatura lisa do útero, intestino e trato respiratório. 

Estimula neurônios sensores e motores 

Controla a secreção de acido gástrico 

Tiramina 

Vasoconstrição periférica 

Aumenta o fluxo cardíaco 

Causa salivação e lacrimejamento 

Aumenta taxa respiratória 

Aumenta o nível de glicose sanguínea 

Libera noradrenalina do sistema nervoso simpático 

Causa enxaqueca 

Putrescina e 
cadaverina 

Hipotensão 

Braquicardia 

Paresia das extremidades 

Potencializa o efeito de outras aminas 

Espasmos mandibulares 

β-Feniletilamina 

Libera noradrenalina do sistema nervoso simpático 

Aumenta a pressão sanguínea 

Causa enxaqueca 

Triptamina Aumenta a pressão sanguínea 

Fonte: Shalaby (1996). 
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 De acordo com Stratton et al. (1991) e Lima e Glória (1999), o efeito de 

algumas aminas no organismo pode ainda ser potencializado pela presença 

concomitante de outras aminas, como putrescina, cadaverina, tiramina, triptamina, 

feniletilamina, espermidina e espermina. Segundo Chu e Bjeldanes (1981), a 

putrescina e a cadaverina podem potencializar a toxicidade da histamina por inibir as 

enzimas DAO e histaminametil-transferase (HMT), aumentando assim seu transporte 

através da parede gastrintestinal. A presença destas substâncias potencializadoras 

pode explicar porque, em alguns casos, peixes deteriorados são mais tóxicos que a 

mesma quantidade de histamina quando ingerida sozinha (TAYLOR, 1986; 

SOARES; GLÓRIA, 1994; LIMA; GLÓRIA, 1999). O efeito tóxico da histamina 

também pode ser potencializado também pela presença de etanol (RADLER; FATH, 

1991). 

 A histamina é a principal amina envolvida em intoxicações alimentares, em 

segundo está a tiramina, onde em concentrações elevadas pode causar dor de 

cabeça, enxaqueca, hemorragia intracraniana, febre, vômito, transpiração e aumento 

da pressão sangüínea (LIMA; GLÓRIA, 1999).  

O elevado teor de serotonina nos alimentos pode causar o aparecimento de 

transtornos intestinais, fibrose do miocárdio e enxaqueca (LIMA; GLÓRIA, 1999). A 

espermina possui toxicidade renal, e influi na coagulação e pressão sanguínea, na 

pulsação e na respiração (FUZIKAWA et al., 1999; LIMA; GLÓRIA, 1999). 

 A diamina putrescina e as poliaminas espermina e espermidina podem 

acelerar o crescimento de tumores. A putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina 

e espermina podem também reagir com nitrito, sob condições ácidas, formando 

nitrosaminas heterocíclicas, nitrosopirrolidina e nitrosopiperidina (SILLAS-SANTOS, 

1996). Sabe-se que as nitrosaminas são compostos cancerígenos, logo é importante 

prevenir o acúmulo de aminas capazes de produzir nitrosaminas em alimentos 

(HALÁSZ et al., 1994; GLÓRIA; IZQUIERDO-PULIDO, 1999; LIMA; GLÓRIA, 1999). 

 A determinação da dose tóxica das aminas é difícil de ser estabelecida, pois 

depende das características individuais e da presença de outras aminas. Diferentes 

doses tóxicas vêm sendo sugeridas na literatura para a histamina. De acordo com 

LIMA e GLÓRIA (1999), concentrações de 5 a 10 mg/100 g de alimento podem 

causar sintomas em indivíduos mais sensíveis e consideram doses acima de 100 

mg/100 g com toxicidade elevada. 
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Putrescina, espermina, espermidina, e cadaverina não possuem efeitos 

adversos, mas podem potencializar o efeito da histamina e tiramina, pois competem 

com as enzimas detoxificantes. Além de poder reagir com nitrito, formando N-

nitrosaminas carcinogênicas, e serem utilizadas como parâmetros de deterioração. 

As aminas putrescina e cadaverina podem potencializar o efeito tóxico da histamina, 

por inibir as enzimas DAO, aumentando o seu transporte através da parede 

gastrintestinal. (TAYLOR, 1986; SHALABY, 1996; MORET et al., 2005). 

A dose tóxica da tiramina é de 10 a 80 mg/100 g de alimento.  Entretanto, a 

ingestão de alimentos contendo 6 mg de tiramina pode causar enxaqueca e de 10 a 

25 mg pode provocar crise hipertensiva e hemorragia intracraniano em indivíduos 

em tratamento com inibidores da MAO (HALÁSZ et al., 1994; LIMA; GLÓRIA, 1999). 

4.5. Aminas Bioativas nos alimentos  

Aminas bioativas estão presentes em frutas e vegetais, carne e produtos 

cárneos, leite e produtos lácteos, peixe e bebidas fermentadas, sendo que na 

maioria dos alimentos que contenham proteínas ou aminoácidos livres, pode ser 

esperada a formação de aminas biogênicas, onde a quantidade e o tipo de aminas 

formadas dependem da natureza e origem do alimento, assim como microrganismos 

presentes (LANGE; WITTMANN, 2002, INNOCENTE et al., 2007). As aminas 

biogênicas podem estar presentes numa vasta gama de alimentos tais como, 

chocolate, queijo curado, vinho tinto, cerveja, peixes e produtos à base de peixe 

(VIDAL-CAROU et al., 2009; KALAČ et al., 2009). As possíveis mudanças que 

ocorrem nas aminas são provenientes do processo de produção, processamento, 

fermentação, armazenagem e condições de higiene (ASKAR; TREPTOW, 1986; 

BRINK et al, 1990; GLÓRIA, 2005).  

As aminas em alimentos podem estar naturalmente presentes no produto, ou 

serem formadas por microrganismos adicionados (culturas iniciadoras) ou 

contaminantes, introduzidos devido às condições higiênico-sanitárias inadequadas. 

Assim sendo, podem ser utilizadas como parâmetro ou critério de qualidade, 

refletindo a má qualidade das matérias-primas utilizadas e/ou das condições 

higiênico-sanitárias durante a fabricação de certos produtos. (HALÁSZ et al., 1994; 

KALAČ et al., 2002; GLÓRIA, 2005). Uma vantagem do uso de aminas como critério 
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de qualidade reside no fato destas serem termo-resistentes, permanecendo no 

alimento mesmo após tratamento térmico (LIMA; GLÓRIA, 1999).  

Todos os alimentos que se originam de plantas ou animais contêm 

espermina, espermidina e putrescina, além destas, outras aminas também podem 

ocorrer naturalmente. Durante a fermentação ou deterioração, o teor de espermina 

pode diminuir, porque ele pode ser usado como fonte de nitrogênio para alguns 

microrganismos, mas também ocorre a formação e acumulação de diferentes tipos 

de aminas biogênicas (GLÓRIA, 2005). 

A maioria dos dados sobre a concentração de aminas em produtos 

alimentares refere-se a aminas especificas, como histamina e tiramina em peixes, 

carnes, queijo, bebidas alcoólicas. Vale e Glória (1997) investigaram os níveis de 

aminas biogênicas em queijos brasileiros pela primeira vez; Silva e Glória (2002) 

determinaram o nível de aminas bioativas na carne de frango, González-Marco e 

Ancín-Azpilicueta (2006) observaram a evolução das aminas biogênicas durante o 

armazenamento de vinhos em garrafa, em diferentes temperaturas, Bandeira et 

al.(2012) estudaram os tipos e os  níveis de aminas bioativas em diferentes produtos 

de milho, Guidi e Glória (2012) investigaram os níveis de aminas bioativas no molho 

de soja.  

Independente do tipo de alimento, altos níveis de aminas biogênicas têm sido 

apontados em produtos resultantes da fermentação (embutidos fermentados, queijo 

e bebidas alcoólicas fermentadas). A produção de aminas biogênicas em alimentos 

é característica de uma série de microrganismos capazes de descarboxilar 

aminoácidos, como Enterobacterias, Pseudomonas spp, Micrococcos, Enterococcos 

e bactérias láticas (LORET et al., 2005) e no processo fermentativo, essa produção 

é facilitada, pois na maioria das vezes oferece substrato (aminoácidos  livres) e 

condições  favoráveis  para a sua formação (ROMERO et al., 2003).  

As decarboxilases são enzimas que estão presentes em muitos 

microorganismos. Elas foram encontradas em espécies dos gêneros Bacillus 

(RODRIGUEZ- JEREZ et al., 1994a), Pseudomonas (TIECCO et al., 1986), 

Photobacterium (MORII et al., 1988; JØRGENSEN et al., 2000) bem como nos 

gêneros da família Enterobacteriaceae, tais como Citrobacter, Klebsiella, 

Escherichia, Proteus, Salmonella e Shigella (EDWARDS et al., 1987; BUTTURINI et 

al., 1995; ROIG-SAGUÉS et al., 1996; MARINO et al., 2000) e da Micrococcaceae, 
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como Staphylococcus, Micrococcus e Kocuria (RODRIGUEZ-JEREZ et al., 1994b; 

MARTUSCELLI et al., 2000).  

As atividades descarboxilases não estão distribuídas amplamente entre as 

bactérias, porém algumas bactérias ácido lácticas (LAB) são descritas como 

capazes de produzir enzimas descarboxilases, podendo-se destacar os gêneros 

Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus e 

Leuconostoc (MAIJALA et al., 1993; EDWARDS, SANDINE, 1981; DE LLANO et al, 

1998; BOVER-CID, HOLZAPFEL, 1999; LONVAUND-FUNEL, 2001). Em produtos 

em que ocorre o crescimento de bactérias lácticas, há quantidades consideráveis de 

putrescina, cadaverina, histamina e tiramina (BRINK et al. 1990), sendo que 

recentemente foram identificados por Linares et al (2010) genes produtores de 

aminas biogênicas em bactérias ácido lácticas. 

Vários fatores podem influenciar a produção de aminas pelas bactérias, 

dentre eles estão: pH do meio, a temperatura, a tensão de oxigênio, a presença de 

coenzimas e vitaminas, a concentração de aminoácidos livres e de carboidratos 

fermentáveis. Com relação ao pH, é importante ressaltar que em meio ácido, pH 2,5 

a 6,5 é a faixa de pH ótimo para ocorrência da descarboxilação de aminoácidos, a 

produção de aminas é estimulada como um mecanismo de proteção da bactéria 

(LIMA; GLÓRIA, 1999), devido ao fato de que altas concentrações do íon H+ são 

prejudiciais ao microrganismo, fazendo com que este sintetize as enzimas 

descarboxilases (VOIG; EITENMILLER, 1977; HUDSON-ARNOLD; DUANE-

BROWN, 1978; HALÁSZ et al., 1994; SILLA-SANTOS, 1996).  
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4.5.1. Aminas bioativas no cacau 

O cacau (Theobroma cacao L.) é considerado um fruto com grande expressão 

econômica no Brasil e no mundo e sua maior aplicação está no fato de suas 

amêndoas, mundialmente conhecidas, serem empregadas na fabricação de 

chocolate, mas para o chocolate adquirir sabor antes precisa ser beneficiado, ou 

seja, passar pelos processos de fermentação, secagem e torração, onde pode 

ocorrer a formação de aminas bioativas. 

Jalon et al. em 1983, analisou tiramina no cacau e seus derivados. Em 1986, 

Coutts et al., verificou vários gêneros alimentícios identificou e avaliou o conteúdo e 

significância de aminas psicoativas e seus precursores, e foi observado que 

sementes de cacau contêm quantidades relativamente baixas de feniletilamina e 

tiramina, mas durante a fermentação, há um aumento nos níveis dessas aminas, 

enquanto que na torração, os níveis de feniletilamina aumentam substancialmente. 

Estudos realizados recentemente informam que aminas como tiramina, 

serotonina, 2-feniletilamina e dopamina podem ser modificadas durante os 

processos tecnológicos do cacau e as suas condições de higiene (PASTORE et al., 

2005). Pastore et al. (2005) e Herraiz (2000) detectaram baixos níveis de serotonina 

no chocolate. O conteúdo de serotonina no chocolate depende do tipo de chocolate 

e do tipo de cacau, chocolates amargos com mais de 60% de cacau é uma boa fonte 

de serotonina e concentrações de 1,4 – 5 µg.g-1 tem sido reportados (GOIHL, 2006).  

Apesar da elevada importância econômica do cacau e do vasto conhecimento 

científico sobre o mesmo, até o presente momento, os relatos na literatura sobre o 

perfil e teores de aminas bioativas na fermentação precisam ser mais investigados. 

A pesquisa sobre o tipo e a quantidade de aminas bioativas formadas na 

fermentação pode auxiliar na definição do tempo/sistema de fermentação para 

garantir a presença destes compostos em níveis seguros para o consumidor. 
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5. CINÉTICA DA REAÇÃO 

A cinética química trata das velocidades das reações químicas, isto é, de 

como a velocidade varia em função das diferentes condições e quais mecanismos 

controlam o desenvolvimento de uma reação. Dentre os fatores que mais contribuem 

para o decorrer de uma reação química, pode-se citar: a natureza dos reagentes e 

produtos, a concentração das espécies reagentes, o efeito da temperatura e a 

influência dos agentes externos chamados catalisadores (ATKINS, 2001). 

A partir do estudo da velocidade de reação, é possível ainda estabelecer 

relações por meio das quais se pode definir a ordem cinética da reação, que pode 

ser de ordem zero, primeira ou segunda. Os modelos se propõem descrever 

aspectos do comportamento do sistema real, através do estabelecimento de 

equações matemáticas. Porém, dificilmente descrevem perfeitamente a realidade, a 

não ser o suficiente para responder as hipóteses específicas. O uso da modelagem 

de dados experimentais permite a discussão de hipóteses que visam à elucidação 

das tendências gerais do sistema estudado e para fazer comparações quantitativas 

(LABUZA; RIBOH, 1982; CUNHA-SANTINO, 2003). 

De acordo com Labuza (1984), a maior parte das reações nos alimentos que 

têm sido estudadas são basicamente caracterizadas como de ordem zero ou 

primeira ordem. Alguns exemplos característicos destes tipos de alterações são 

mostrados na Tabela I.5.  

Tabela I.5. Importantes alterações nos alimentos que seguem cinéticas de ordem 
zero ou primeira ordem. 

Ordem aparente da reação Alteração no alimento 

Zero Escurecimento não-enzimático (Maillard). 

Primeira 
Morte/crescimento de microorganismos; 

Oxidação de pigmentos; 

Fonte: TAOUKIS; LABUZA; SAGUY, 1997. 

Nas reações de ordem zero a velocidade da reação é independente da 

concentração dos reagentes, e estas ocorrem, freqüentemente, em alimentos onde 

há limitação de difusão de certos participantes da reação. As reações de primeira 

ordem, que dependem da concentração dos reagentes, são as mais comuns e 

bastante estudadas em alimentos (VITALI; TEIXEIRA NETO, 2002). 
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 Em uma reação de ordem zero, a taxa de alteração de uma variável é 

constante com o tempo, enquanto que em uma reação de primeira ordem esta taxa 

apresenta decréscimo exponencial. As equações das reações de ordem zero (Eq. 1) 

e de primeira ordem (Eq. 2), resultantes da integração da Equação 1 para n=0 , n=1, 

respectivamente, são mostradas a seguir (FU; LABUZA, 1997): 

         (Eq. 1) 

     
    (Eq. 2) 

Onde: C0 = fator de qualidade inicial (para t=0) ; C = fator de qualidade no tempo 

decorrido; k = constante da reação; t = tempo decorrido. 

Deve-se dar ênfase ao fato de que as equações utilizadas para descrever a 

cinética das reações dos alimentos não representam o mecanismo real destas 

reações e, portanto, deve-se considerar que a ordem de reação é aparente 

(TAOUKIS; LABUZA; SAGUY, 1997). 

Ibanoglu e Ibanoglu (2001) concluíram que as equações obtidas através das 

modelagens cinéticas são úteis na predição de dados envolvidos no processo de 

fermentação, como pH e acidez.  

O tempo de meia-vida (t1/2) é o tempo necessário para que a concentração da 

espécie considerada diminua para metade do seu valor inicial. Os tempos de meia-

vida para as diferentes ordens de reação cinética podem ser encontrados utilizando 

as equações descritas na tabela I.6. 

Tabela I.6. Tempos de meia-vida para as diferentes ordens de reação. 

Ordem aparente 

da reação 

Tempo de 

meia-vida (t1/2) 
Referência 

0 t1/2 = Co/(2.k) TAOUKIS; LABUZA; SAGUY (1997) 

1 t1/2 = ln2/k TAOUKIS; LABUZA; SAGUY (1997) 

2 t1/2 =1/(k.Co) TAOUKIS; LABUZA; SAGUY (1997) 

Co= Concentração inicial; k = constante de velocidade da reação de degradação. 
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CAPÍTULO II 

MODELAGEM CINÉTICA DAS MODIFICAÇÕES QUÍMICAS DURANTE A 

FERMENTAÇÃO DE SEMENTES DE CACAU 

1. INTRODUÇÃO 

A fermentação é uma etapa essencial para a obtenção de amêndoas de 

boa qualidade. De acordo com Minifie (1989), a fermentação e a secagem das 

sementes de cacau são de vital importância, sendo que nenhum outro 

processamento posterior é capaz de corrigir falhas nestas etapas. No processo 

de fermentação, 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 são fatores de grande importância (ROHAN; 

CONNEL, 1964; LOPEZ; QUESNEL, 1973; EFRAIM, 2004; HII et al., 2009.). 

Durante a fermentação a polpa do cacau sofre a ação de leveduras, na 

sequência, bactérias acéticas e, em partes, as láticas, oxidam o etanol a ácido 

acético e lático e liberam energia (calor). Com o aumento da concentração dos 

ácidos produzidos durante essa primeira etapa, esses compostos penetram a 

testa e alcançam o cotilédone, acidificando-o e causando a morte do gérmen e, 

consequentemente, o rompimento das paredes celulares, permitindo que 

substâncias presentes no interior das mesmas (proteínas, compostos fenólicos, 

enzimas, entre outros) se espalhem pelo cotilédone, iniciando assim várias 

reações responsáveis pela mudança de cor, sabor e aroma da massa em 

fermentação (NIELSEN; SNITKJAER; VAN DEN BERG, 2008; HONORÉ et al., 

2010). 

O início da fermentação está associado ao aumento da temperatura e da 

acidez da massa em fermentação (BIEHL; PASSERN, 1982). O aumento de 

temperatura da massa durante a fermentação é atribuído à atividade metabólica dos 

microrganismos. Wollgast e Anklam (2000) observaram que a partir do terceiro 

dia de fermentação, a temperatura das sementes alcança entre 45 e 50ºC 

permanecendo assim até o final da fermentação.  
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Atribui-se, principalmente, aos ácidos lático e acético difundidos para os 

cotilédones, os decréscimos de pH durante a fermentação de cacau (DIAS, 1998; 

DIAS; ÁVILA, 1994; QUESNEL, 1965). 

No cacau, o desenvolvimento do sabor tem sido alvo de estudos, porém a 

complexidade de reações faz com que alguns mecanismos ainda não sejam 

totalmente compreendidos. O sabor do chocolate está atrelado não apenas a 

fatores genéticos e ambientais, mas também à forma de como o mesmo é 

beneficiado. Algumas etapas, dentre elas a fermentação, são de difíci l controle e 

compreender as mudanças que ocorrem durante essas etapas podem viabilizar 

medidas que assegurem uma alta qualidade e uniformidade do produto final.  

A modelagem de um processo fermentativo é a representação através de 

equações matemáticas das transformações bioquímicas que ocorrem no processo e 

das velocidades com que estas transformações se processam. Porém, dificilmente 

descrevem perfeitamente a realidade, a não ser o suficiente para responder as 

hipóteses específicas. O uso da modelagem de dados experimentais permite a 

discussão de hipóteses que visam à elucidação das tendências gerais do sistema 

estudado e para fazer comparações quantitativas (CUNHA-SANTINO, 2003; 

LABUZA; RIBOH, 1982).  

O objetivo deste capítulo foi monitorar o processo fermentativo das 

sementes de cacau ao longo de 7 (sete) dias e avaliar o comportamento cinético 

das através das variações da temperatura da massa; umidade, pH e acidez total 

titulável dos cotilédones de cacau. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. MATERIAL 

2.1.1. Amostras 

Frutos de cacaueiro (n=420) (Figura II.1) provenientes da Ilha do Combu, 

Belém (01°31’S, 48° 29’W), onde tiveram um intervalo de 24 horas entre a colheita e 

o envio ao Laboratório de Fontes Amiláceas e Produtos Açucarados (LAFAMI) da 

Universidade Federal do Pará (UFPA). 

 

 Figura II. 1. Frutos de cacau 

Fonte: BRITO (2013) 

2.2. MÉTODOS 

2.2.1. Obtenção das sementes de cacau 

Os frutos de cacau foram abertos com auxílio de lâmina de aço inoxidável 

e as sementes foram retiradas manualmente. Foram utilizados em cada replicata 

da fermentação, cerca de 140 frutos, onde o rendimento médio foi de 15 kg de 

sementes de cacau (Figura II.2).  

 

Figura II.2. Sementes de cacau  

Fonte: BRITO (2013) 
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2.2.2. Fermentação natural das sementes de cacau 

Foi utilizado o sistema de fermentação em caixa de madeira T-60 (Figura II.3), 

construída de acordo com Grimaldi (1978), com as devidas adaptações para 

quantidades em menor escala. A caixa possui três compartimentos com forma e 

volume adequados para as fases aeróbia e anaeróbia da fermentação, sendo 

colocada sob o abrigo de chuva e sol.  

O processo fermentativo foi realizado em triplicata (n=3), no Laboratório de 

Fontes Amiláceas e Produtos Açucarados (LAFAMI), da Universidade Federal do 

Pará, no mês de março (2013), onde as repetições da fermentação ocorreram em 

intervalos de tempo que garantissem a alimentação semi-contínua das sementes 

de cacau na caixa de fermentação. 

 

                            

 

  

 

 

 

 

Figura II.3. Esquema da caixa de fermentação T-60 proposta por Grimaldi (1978) 

(a) e Caixa de fermentação baseada na caixa T-60 com dimensões reduzidas 

(largura e comprimento) (b) 

O processo teve início com o acondicionamento no primeiro compartimento 

da mistura de sementes (15 kg) e folhas de bananeira cortadas (2 kg), as folhas de 

bananeira foram coletadas de plantas existentes no Campus da Universidade 

Federal do Pará (Latitude 01°27’21’’, Longitude 48º30’16’’), sendo que estas são 

utilizadas como fonte de leveduras para acelerar a primeira etapa da fermentação 

(48 horas). 

 

(a) 

(b) 
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Para minimizar a entrada de oxigênio no sistema, criar um ambiente 

anaeróbio, impedir o ressecamento da superfície da massa e a perda de calor da 

mesma, o compartimento foi revestido com folhas de bananeira (Figura II.4).  

Figura II. 4.  Folhas de bananeira cortadas misturadas às sementes de cacau 

Fonte: BRITO (2013) 
  

A etapa de fermentação foi realizada ao longo de 7 (sete) dias, onde foram 

realizados revolvimentos diários por cerca de 5 (cinco) minutos, a partir do 

segundo dia de fermentação. As sementes ficam 48 horas no primeiro 

compartimento, após esse período são transferidas para o segundo e após 48 

horas são transferidas para o terceiro e permanecem neste por 72 horas, ou seja 

até o término do processo (168 horas ou 7 dias) (GRIMALDI, 1978). 

Ao término da etapa de fermentação 7°(sétimo) dia, as amêndoas 

apresentavam uma coloração vermelho-castanho intensa, como pode ser 

visualizado na Figura II.5.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II. 5. Amêndoas de cacau no sétimo dia de fermentação 

Fonte: BRITO (2013) 
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As temperaturas diárias da massa foram registradas através do 

termômetro tipo espeto, em diferentes níveis: superfície, meio e fundo, e foi 

considerada a média dessas três leituras. As fermentações foram monitoradas 

também através de medidas de pH (método AOAC n° 31.1.07) e o teor de acidez 

total titulável foi expresso em mEq NaOH/100g  (método AOAC n° 31.1.06). 

As amostras foram coletadas em intervalos de 24 h durante o período de 

fermentação de sete dias, foram retiradas cerca de 200g dos diferentes pontos 

das caixas (meio, fundo e superfície – regiões centrais e diagonais) a fim de se 

obter uma amostra representativa do processo de fermentação, totalizando 

aproximadamente 1kg de amostra, sendo acondicionados em sacos de polietileno 

de baixa densidade a -18ºC, até a realização das análises.  
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3. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 

As análises foram realizadas em triplicata (média  desvio padrão), e os 

resultados obtidos foram submetidos à análise estatística, com o auxílio do 

programa Statistica versão 7.0 (STATSOFT INC., 2004) empregando as seguintes 

metodologias estatísticas: Análise de variância (ANOVA) a 5% de significância; 

Teste de Tukey (p  0,05);  

 Para modelagem cinética, os resultados obtidos foram tratados 

estatisticamente com o auxílio do programa Statistica versão 7.0 (STATSOFT 

INC., 2004), onde os critérios utilizados para avaliar o modelo cinético (ordem zero 

ou primeira) de reação foram: coeficiente de determinação (R²), análise do gráfico 

bidimensional (pontos experimentais e curva representativa do modelo), análise de 

resíduos (faixa e distribuição) e o desvio relativo médio (P), calculado pela Equação 

abaixo:  

 

  
   

 
∑

               

    

 

   
 

Onde: 

n = número de observações; Vobs = valor observado experimentalmente; 

Vpred = valor predito pelo modelo de regressão linear. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Fermentação do Cacau 

4.1.1. Temperatura da massa 

A temperatura final obtida foi a média de 3 (três) fermentações, e por terem 

sido fermentações espontâneas, cada fermentação obteve um comportamento, 

como pode ser observado na Figura II.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.6. Comportamento da temperatura da massa de sementes de cacau 

observado nas 3 (três) fermentações. 

Na Tabela II.1, encontram-se os valores médios das 3 (três) fermentações, 

onde observa-se que houve um aumento gradativo da temperatura durante o 

processo de fermentação das sementes de cacau (p ≤ 0,05). É importante ressaltar 

que os valores dos desvios padrão foram elevados, pelo fato das fermentações 

terem comportamentos diferenciados. 
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Tabela II.1. Temperatura da massa média durante a fermentação das sementes de 
cacau. 

Tempo de Fermentação (dia) Temperatura*(°C) 

0 22,1 ± 2,36f 

1 27,7 ± 2,00e  

2 30,3 ± 2,31d 

3 34,2 ± 3,34c 

4 38,3 ± 1,86b 

5 41,4 ± 1,02a 

6 35,3 ± 4,10c 

7 34,0 ± 1,37c 

* Letras iguais para a mesma coluna não diferem estatisticamente entre si (p ≤ 0,05). 

Durante o monitoramento da temperatura, a temperatura máxima atingida foi 

de 41,4°C no 5°dia de fermentação, esse comportamento se difere ao obtido por 

Lagunes-Gálvez et al. (2007) que  observaram a  temperatura máxima de 51°C após 

48 h de fermentação (2ºdia), esse comportamento corresponde ao que tem sido 

reportado por diversos autores como Carr (1982); Lehrian e Patterson (1984); Barel 

(1998); Ardhana e Fleet (2003), Schwan e Wheals (2004).  

Barel (1997) considera satisfatório quando ocorre um aumento da 

temperatura para 45°C em 48 horas de fermentação, e correlaciona este fato à uma 

boa qualidade final no cacau. 

Os valores de temperatura encontrados neste estudo foram abaixo dos 

considerados ótimos para uma boa fermentação, essa diferença pode ser explicada 

pelas características físicas (tamanho e morfologia das sementes, espessura da 

testa, teor de polpa) e físico-químicas (pH da polpa, composição e quantidade de 

açúcares e ácidos), assim como pela diferença de metabolismo dos 

microorganismos presentes, altura do leito da massa de sementes e também devido 

as condições climáticas no mês em que foi realizada a fermentação (março), onde 

esse período na região é caracterizado por intensas chuvas e, consequente menor 

temperatura (25 a 30ºC).  

Lagunes-Gálvez et al. (2007) afirmam que variações na temperatura 

ambiente, influenciam fortemente na temperatura da massa de fermentação. 
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A temperatura na fermentação é influenciada pela quantidade da massa e 

pela aeração que é conferida e permitida pelo método utilizado no processo 

fermentativo, em sementes de cacau (CHATT, 1953). Pereira et al. (2013), 

realizaram fermentações espontâneas em um tanque de aço inoxidável  e em 

paralelo utilizou métodos tradicionais brasileiro (caixas de madeira), com diferentes 

capacidade (40 e 600 kg), e com relação a temperatura observaram que a caixa com 

maior quantidade de massa de sementes de cacau alcançou temperatura de 

51,16°C em 70 horas de fermentação, enquanto que a com menor capacidade 

atingiu 50,38 °C somente em 137 horas e o tanque de aço inoxidável atingiu 43,21°C 

e  144 horas. 

Papalexandratou et al. (2011) compararam sistemas de fermentação 

espontânea, realizado na Costa do Marfim (pilha e caixa) e no Brasil (caixas), e 

observaram que a temperatura da massa se elevou em todos os sistemas, 

alcançando temperaturas finais de 42-48°C. Sendo que no Brasil, a temperatura da 

massa se elevou mais rapidamente alcançando 50º C após 72 horas de 

fermentação, isto foi devido ao baixo pH da polpa (altas concentrações de ácido 

cítrico), o que resultou numa intensa atividade microbiana. Comportamento 

semelhante foi encontrado por Ardhana e Fleet (2003). 

A elevação de temperatura da massa durante a fermentação é atribuído à 

atividade metabólica dos microrganismos. A polpa das sementes de cacau é rica em 

açúcares fermentáveis e possui baixo pH (3,0-3,5), principalmente devido a 

presença de ácido cítrico. Estas condições selecionam para o crescimento inicial 

leveduras e bactérias lácticas, espécies de leveduras como Hanseniaspora, 

Saccharomyces,Candida, Pichia e Kluyveromyces proporcianam uma fermentação 

alcoólica, considerada uma reação exotérmica leve (93,3 kJ por molécula de glucose 

consumida). isso leva a um aumento moderado da temperatura da massa, o qual 

atinge de 35 a 40 ° C. Com a transformação dos açúcares da polpa em álcool e o 

aumento do pH, devido às bactérias lácticas, como Lactobacillus e Lb. plantarum, 

Leuconostoc, Lactococcus e Pediococcus, as condições na massa de cacau ficam 

inadequadas para o crescimento de levedura e com o aumento dos níveis de 

oxigênio (ar) provocado pelo revolvimento da massa e a elevação da temperatura 

(acima de 35°C) as condições dentro dos cochos ficam ideais para o crescimento de 

de bactérias acéticas, que por oxidação convertem o etanol produzido pelas 
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leveduras, através de uma reação altamente exotérmica (496 kJ por molécula de 

etanol convertido em ácido acético), onde a temperatura da massa  alcança 

temperaturas de 45-50°C (OSTOVAR; KEENEY, 1973; CARR; DAVIES; DOUGAN, 

1979; PASSOS; LOPEZ; SILVA, 1984; THOMPSON et al., 2001; LAGUNES-

GÁLVEZ, 2002; ARDHANA; FLEET, 2003; SCHWAN; WHEALS, 2004; DELLAGLIO; 

TORRIANI; FELIS, 2004). 

Para a determinação do comportamento cinético, foram utilizados modelos 

para a reação de ordem zero e primeira ordem. De acordo com os parâmetros 

cinéticos e estatísticos obtidos (Tabela II.2), nenhum modelo utilizado se adequou 

aos dados, pois o parâmetro utilizado para a escolha do modelo ficou abaixo do 

considerado ideal, pois de acordo com Labuza (1982) e Taoukis, Labuza e Saguy 

(1997) as alterações do parâmetro avaliado devem ser acima de 75%. É importante 

ressaltar que coeficiente de determinação revela o quanto o modelo consegue 

explicar os valores observados (experimentais), ou seja, quanto maior o R² 

(coeficiente de determinação) mais explicativo é modelo, e melhor ele se ajusta aos 

dados. 

Tabela II.2.  Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação de temperatura da 

massa durante a fermentação de sementes de cacau. 

Ordem da reação Co  k (dia-1) R² P 

Ordem zero 26,30 1,89 56,86% 9,72 

Primeira ordem 27,22 0,05 52,05% 10,52 

Pelo fato da variável não ter obedecido a nenhum dos modelos propostos, 

então foi aplicado uma análise de regressão quadrática e pela figura II.7, observa-se 

que esta variável comportou-se de forma quadrática em função do tempo (p0,05), 

onde o obteve-se um coeficiente de determinação (R2) de 90,52%. 
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Figura II.7. Comportamento quadrático da variação de temperatura da massa 

durante a fermentação de sementes de cacau. 

Na Tabela II.3 encontram-se os parâmetros para regressão do modelo 

quadrático, onde obteve-se uma elevado coeficiente de determinação (R2) aliado a 

um baixo valor do desvio relativo médio (P), pois de acordo Lomauro; Bakshi; 

Labuza (1985), um valor de P menor que cinco corresponde a um bom ajuste da 

equação aos dados experimentais. 

É importante ressaltar o difícil controle desta variável, pelo fato de ser uma 

fermentação espontânea e terem muitos interferentes como a temperatura ambiente, 

o metabolismo dos microoganismos, características físicas e químicas do fruto, 

devido a isto, não há relatos na literatura sobre a utilização de modelos matemáticos 

para predizer o comportamento da temperatura da massa de sementes de cacau no 

processo fermentativo. 

Tabela II.3.  Parâmetros encontrados para regressão do modelo quadrático da 

variação de temperatura da massa durante a fermentação de sementes de cacau 

Regressão a b c R² P 

Y = - 0,73X2 + 6,99X + 21,21 -0,73 6,99 21,21 90,52% 4,31 

 

 

 Função quadrática: Var2=a*Var1 2̂+b*Var1+c

y = (-0,69312)*x̂ 2+(6,6746)*x+(21,4074)
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4.1.2. Umidade 

Na Figura II.8, pode ser observado os comportamentos da umidade nas 

fermentações das sementes de cacau realizada no estudo, assim como ocorreu na 

temperatura da massa, o comportamento das fermentações foram diferenciados, 

porque as fermentações realizadas no estudo foram espontâneas, ou seja sem um 

controle microbiológico do processo. 

Figura II.8. Comportamento da umidade das sementes de cacau observado nas 3 

(três) fermentações. 

Os valores médios da umidade durante a fermentação podem ser 

visualizados na Tabela II.4. Os cotilédones de cacau apresentaram teor inicial de 

29,31% de umidade, com uma elevação da umidade do 2º para o 3º dia de 

fermentação (p≤0,05). A partir do segundo dia houve absorção de água, devido à 

morte do gérmen que ocorre geralmente ao segundo dia de fermentação, quando as 

condições do meio (temperatura, pH e acidez) se tornam extremamente 

desfavoráveis ao embrião da semente, ocasionando sua morte e a perda da 

capacidade de germinação, aliado a isso capacidade de reter ou impedir a entrada 

de água nas células acaba, e assim ocorre o inchamento das sementes (CAMU et 

al., 2008).  
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Tabela II.4. Teor de umidade médio das sementes de cacau durante a fermentação. 

Tempo de Fermentação (dia) Umidade* (%) 

0 29,31 ± 0,43e 

1 29,47 ± 0,27e 

2 29,88 ± 0,99e 

3 31,65 ± 2,05d 

4 33,35 ± 2,95c 

5 34,33 ± 2,04b 

6 35,60 ± 2,06a 

7 35,15 ± 1,25a 
* Letras iguais para a mesma coluna não diferem estatisticamente entre si (p≤0,05).  

Os resultados encontrados neste estudo ficaram abaixo dos resultados 

referentes ao valor da umidade encontrada por Mattietto (2001), que obteve valores 

de 33,69% para o 1º dia e 40,44% para o último dia de fermentação, 

respectivamente. 

Na Tabela II.5 encontram-se os parâmetros de ajuste utilizados na escolha do 

melhor modelo matemático para classificação da ordem da reação de variação do 

teor de umidade durante a fermentação das sementes de cacau. 

Tabela II.5. Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação do teor de umidade 

durante a fermentação das sementes de cacau. 

Ordem da reação Co  k (dia-1) R² P 

Ordem zero 28,73 1,03 93,44% 1,69 

Primeira ordem 28,86 0,03  93,22% 1,71 

O coeficiente de determinação (R2) da regressão linear, em muitos casos, é 

suficiente para a determinação da ordem aparente de reação e da equação de 

melhor ajuste, mas como se pode observar na Tabela II.5, os valores de R2 são 

muito próximos para ambos os modelos, então utiliza-se o valor do desvio relativo 

médio (P) para a escolha, porém estes também foram muito próximos, então o 

critério utilizado, foi escolha do modelo matematicamente mais simples (de ordem 

zero), pois podem ser mais rapidamente trabalhados, proporcionando dados que, 

apesar de menos precisos, fornecem uma ideia geral do comportamento de uma 

alteração. 
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A reação de primeira ordem quando comparada com a de ordem zero 

apresentou valores de resíduos mais elevados, apresentando distribuição com 

comportamento não-aleatório (ou viciado), ou seja, os resíduos foram dependentes 

dos valores preditos, e, por extensão, dos valores observados e do tempo do 

experimento.  

O modelo de reação e a distribuição de resíduos do modelo de ordem zero 

proposto para representar adequadamente o perfil de umidade, pode ser visualizado 

na Figura II.9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.9. Modelo cinético de ordem zero e distribuição aleatória de resíduos da 

variação de umidade das sementes de cacau durante a fermentação. 
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4.1.3. pH 

Na Figura II.10, pode-se observar o comportamento do pH nas 3 (três) 

fermentações realizadas no estudo, onde cada fermentação revelou um 

comportamento de pH.  

 

Figura II.10. Comportamento do pH das sementes de cacau observado nas 3 (três) 

fermentações. 

Os valores de médios de pH durante a fermentação podem ser visualizados 

na Tabela II.6. Observa-se que ocorreu um decréscimo do pH, desde o 1º dia de 

fermentação (6,56) até 7°dia de fermentação (5,13) (p ≤ 0,05). 

Tabela II. 6. Valores médios de pH das sementes durante a fermentação. 

Tempo de Fermentação (dia) pH*  

0 6,56 ± 0,08a 

1 6,47± 0,08b 

2 6,21 ± 0,16c 

3 5,53 ± 0,55d 

4 5,39 ± 0,57e 

5 5,10 ± 0,22f 

6 4,98 ± 0,27g 

7 5,13 ± 0,26f 

* Letras iguais para a mesma coluna não diferem estatisticamente entre si (p ≤ 0,05) 
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Rodriguez-Campos et al. (2011) observaram que o pH diminuiu de 6,4 para 

4,5, em 8 (oito) dias de fermentação. Já Nazaruddin et al. (2006) relataram uma 

diminuição do valor de pH 6,54 - 4,35 em 4 (quatro) dias. Tem sido relatado em 

diversas pesquisas que esta diminuição é devido à difusão de ácidos produzidos por 

bactérias lácticas e acéticas, durante o processo de fermentação (THOMPSON et 

al., 2001, AFOAKWA et al., 2008). Atribuem-se esses decréscimos dos valores de 

pH observados, principalmente ao ácido acético absorvido pelos cotilédones, 

durante a fermentação, (QUESNEL, 1965; BIEHL, 1984; DIAS, 1998). 

O pH final foi de 5,13, onde a elevação de pH do 6º para o 7º dia é devido a 

diminuição a cerca de 55% da concentração de ácido cítrico da polpa (ARDHANA ; 

FLEET, 2003) e também porque houve uma migração do etanol, ácido láctico, ácido 

acético e outros ácidos orgânicos diversos produzido por atividades microbianas a 

partir do exterior para o interior de sementes de cacau (THOMPSON et al., 2001) 

Se as amêndoas de cacau apresentarem um pH elevado (5,5-5,8) após a 

fermentação, eles são considerados pouco fermentadas, enquanto que amêndoas 

de cacau com pH menor (4,75 - 5,19) são considerados bem fermentadas 

(AFOAKWA et al., 2008). Como amêndoas obtidas no estudo apresentaram pH final 

de 5,13 logo considera-se que as estas foram bem fermentadas, levando em 

consideração este parâmetro. 

Amêndoas de cacau, cujo pH é inferior a 4,5, apresentam um baixo potencial 

na formação do sabor de chocolate enquanto em valores de pH acima de 5,0 este 

potencial é aumentado significativamente. (DIAS, 1987; MEYER et al.,1989) 

Estudos realizados por Voigt e Biehl (1995), Amin et al. (2002) reportam que o 

alto potencial de sabor pode ser correlacionado com moderada acidificação (pH 5,5 - 

5,0) durante a fermentação. 

Na Tabela II.7 encontram-se os parâmetros de ajuste utilizados na escolha do 

melhor modelo matemático para classificação da ordem da reação da variação de 

pH, esta variável foi mais bem ajustada ao modelo de primeira ordem, pois 

apresentou o coeficiente de determinação (R²) com melhor exatidão (90,86%), além 

de ter uma diferenciação melhor em relação ao valor do desvio relativo médio (2,93), 

segundo Lomauro; Bakshi; Labuza (1985), um valor de P menor que cinco 

corresponde a um bom ajuste da equação aos dados experimentais. 
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Tabela II.7. Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação de pH durante a 

fermentação de sementes de cacau.  

Ordem da reação Co  k (dia-1) R² P 

Ordem zero 6,54 0,25 89,28% 3,14 

Primeira ordem 6,59 0,04 90,86% 2,93 

 

O comportamento cinético e a distribuição de resíduos modelo de primeira 

ordem proposto para representar adequadamente o perfil de variação de pH pode 

ser  visualizado na Figura II.11. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.11. Modelo cinético de primeira ordem e distribuição aleatória de resíduos 

da variação de pH das sementes e cacau durante a fermentação. 
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4.1.4. Acidez total titulável 

Na Figura II.12, pode-se observar o comportamento da acidez total titulável 

nas 3 (três) fermentações realizadas no estudo, onde cada fermentação revelou um 

comportamento de acidez. 

 

Figura II.12. Comportamento acidez total titulável das sementes de cacau 

observado nas 3 (três) fermentações. 

Neste estudo foram observados valores de acidez para a semente “in natura” 

de 2,85 mEqNaOH/100g, e a partir do 3° dia ao 6° dia houve uma estabilização 

desta variável (p≤0,05), ocorrendo um decréscimo do 6° (15,04 mEqNaOH/100g) 

para o 7°dia (13,78 mEqNaOH/100g), de acordo com a Tabela II.8. Vários autores 

observaram que a produção máxima de ácido acético situa-se entre o terceiro e 

quinto dia da fermentação, decrescendo no restante do processo, onde 

comportamento semelhante foi observado no estudo. 
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Tabela II.8. Acidez total titulável médio das sementes de cacau durante a 

fermentação. 

Tempo de Fermentação (dia) Acidez total titulável * ** ° 

0 2,85 ± 0,35d 

1 3,32 ± 0,32d 

2 5,08 ± 0,86c 

3 15,25 ± 0,33a 

4 14,95 ± 0,67ab 

5 15,28 ± 3,85ª 

6 15,04 ± 4,60ª 

7 13,78 ± 3,91b 

*Letras iguais para a mesma coluna não diferem estatisticamente entre si (p≤0,05); 

               ** Resultados expressos em Base seca.mEqNaOH/100g 

    Os ácidos, principalmente o acético, absorvidos pelo cotilédone são 

essenciais para o desenvolvimento dos precursores do sabor e aroma de chocolate, 

entretanto, quando em excesso promovem um forte sabor ácido que deprecia o 

produto final (BELITZ, 2009). 

A faixa de acidez desejada pela indústria situa-se entre 12 a 15 mEq 

NaOH/100g, esse parâmetro foi definido para produção de chocolates com baixos 

níveis de acidez. O cacau com baixo teor de acidez é denominado usualmente como 

cacau fino e possui alto valor de mercado. Teores de acidez superiores a 12 - 15 

mEq NaOH/100g não inviabilizam a comercialização das amêndoas, no entanto as 

mesmas terão menor valor comercial. (LOPEZ, 1984; DIAS, 1987), e o teor de 

acidez obtido neste estudo encontra-se dentro da faixa estabelecida. 

Guehi et al. (2010) comparou três métodos de fermentação, e a sua duração, a 

fim de saber se esses fatores tinham influência na qualidade do cacau. Foi 

observado que sementes de cacau fermentadas em caixa de madeira, houve uma 

perda de compostos ácidos que levou um aumento de pH e um decréscimo na 

acidez titulável, nas em sementes fermentadas, segundo estes autores, isso foi 

devido a presença de pequenos orifícios na caixa que levaram à exudação da polpa.  

Nazaruddin et al. (2006) observaram comportamento semelhante ao de Guehi et 

al. (2010), afirmando que acidez titulável, é um melhor indicador de acidez do que o 

pH. Tal comportamento foi diferenciado para este estudo, mas segundo Jinap e 

Dimick (1990) diversos fatores como variedade, maturidade do fruto, época de 
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colheita, região de plantio e principalmente a técnica de fermentação provocam 

variações na acidez. 

Na Tabela II.9 encontram-se os parâmetros de ajuste utilizados na escolha do 

melhor modelo matemático para classificação da ordem da reação de variação da 

acidez total titulável. 

Tabela II.9. Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação de acidez total titulável 

durante a fermentação de sementes de cacau.  

Ordem da reação Co (Acidez) k (dia-1) R² P 

Ordem zero 3,80 1,97 68,82% 32,61 

Primeira ordem 6,02  0,15 57,12% 48,89 

Para a determinação do modelo cinético da variação de acidez total titulável 

durante a fermentação de sementes de cacau, foram aplicados modelos de ordem 

zero e primeira ordem. De acordo com os parâmetros cinéticos e estatísticos obtidos 

(Tabela II.9), nenhum modelo utilizado se adequou aos dados, pois o parâmetro 

utilizado para a escolha do modelo ficou abaixo do considerado ideal, pois de acordo 

com Labuza (1982) e Taoukis, Labuza e Saguy (1997) as alterações do parâmetro 

avaliado devem ser acima de 75%.  

Pelo fato da variável não ter obedecido a nenhum dos modelos propostos, 

então foi aplicado uma análise de regressão quadrática e pela figura II. 13 observa-

se que esta variável apresentou comportamento quadrático em função do tempo 

(p0,05), onde o obteve-se um coeficiente de determinação (R2) de 83,85%.   
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 Modelo quadrático: Var2=a*Var1^2+b*Var1+c

y = (-0,46013)* x̂ 2 + (5,19029)* x + (0,578518)
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Figura II.13. Comportamento quadrático da variação de acidez total titulável durante 

a fermentação de sementes de cacau. 

Vale ressaltar a importância de se ter um coeficiente de determinação 

elevado, pois este revela o quanto o modelo consegue explicar os valores 

observados (experimentais), ou seja, quanto maior o R² (coeficiente de 

determinação) mais explicativo é modelo, e melhor ele se ajusta aos dados. Na 

Tabela II.10 encontram-se os parâmetros para regressão do modelo quadrático. 

Tabela II.10.  Parâmetros encontrados para regressão do modelo quadrático da 

variação de acidez total titulável durante a fermentação de sementes de cacau 

Regressão a b c R² P 

Y = - 0,46X2 + 5,19X + 0,57 -0,46 5,19 0,57 83,85% 32,18 
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5. CONCLUSÃO 

O pH e a umidade foram as variáveis dependentes que apresentaram melhor 

descrição da variação dos dados experimentais e, por isso, podem ser utilizadas 

para avaliar uma tendência ou predizer um determinado comportamento no intuito 

de garantir um maior controle do processo. 

A temperatura e a acidez total titulável, apresentaram um comportamento 

quadrático em função do tempo. 

A faixa de acidez situou-se entre 12 a 15 mEq NaOH/100g,  faixa desejada para 

a indústria, considerando as amêndoas obtidas neste estudo como um cacau fino,  

garantindo a  produção de um chocolate com baixos níveis de acidez. 
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CAPÍTULO III 

MODELAGEM CINÉTICA DAS MODIFICAÇÕES QUÍMICAS E CAPACIDADE 

ANTIOXIDANTE NA FERMENTAÇÃO DAS SEMENTES DE CACAU (Theobroma 

cacao L.) 

1. INTRODUÇÃO 

Estudos mostram que o consumo de cacau e produtos de chocolate tem efeitos 

benéficos para a saúde, pois exercem um efeito protetor contra doenças 

cardiovasculares, câncer e processos inflamatórios no corpo humano, estes efeitos 

na saúde têm sido associados à alta atividade antioxidante dos flavonóides do cacau 

(LEE et al, 2003; SERAFINI et al., 2003; ENGLER et al., 2004; HEISS et al., 2005;; 

JOURDAIN et al., 2006; CORTI et al., 2009; COOPER et al., 2008). 

Além da catequina e epicatequina, as antocianinas e as proantocianidinas estão 

presentes em grandes quantidades no cacau, chegando a cerca de 4 e 58% do total 

de compostos fenólicos da semente, respectivamente (WOLLGAST; ANKLAN, 

2000).  

Os polifenóis epicatequina e catequina são oxidados em quinonas e a 

condensação de proteína e polifenóis resultam na redução da adstringência e do 

sabor amargo (KOMES et al., 2012; SUN-WATERHOUSE;WADHWA, 2012). 

Sementes de cacau in natura contêm pigmentos antociânicos roxos, cianidina 3-β-

galactosil e cianidina 3-α-L-arabinosil que durante a fermentação, são hidrolisadas 

por glicosidases, sendo transformadas em antocianidinas (compostos incolores) 

(FORSYTH; QUESNEL, 1957). 

O conteúdo e a concentração de fenólicos dependem da variedade da semente 

de cacau (genótipo), grau de maturação, processamento e armazenamento 

(NAZARUDDIN et al., 2006). Cada fase do processamento altera sua composição 

química (AFOAKWA et al., 2008). A fermentação é a primeira etapa e é considerada 

a fase que mais afeta o conteúdo fenólico (COOPER et al., 2008). 
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Na fermentação ocorre uma diminuição do teor de flavan-3-ol, (-)-epicatequina, 

em particular, que é muitas vezes utilizada como um índice da amplitude de 

processamento. Essa redução é atribuída aos processos de oxidação e a difusão 

dos polifenóis na exudação (KIM; KEENE, 1984; BRITO et al., 2001; CAMU et al., 

2008; PAYNE et al., 2010).  

A modelagem de um processo fermentativo é a representação através de 

equações matemáticas das transformações bioquímicas que ocorrem no processo e 

das velocidades com que estas transformações se processam. Porém, dificilmente 

descrevem perfeitamente a realidade, a não ser o suficiente para responder as 

hipóteses específicas. O uso da modelagem de dados experimentais permite a 

discussão de hipóteses que visam à elucidação das tendências gerais do sistema 

estudado e para fazer comparações quantitativas (CUNHA-SANTINO, 2003; 

LABUZA; RIBOH, 1982).  

Assim o objetivo geral deste trabalho foi avaliar durante a fermentação de cacau 

as alterações químicas que influenciam a qualidade das amêndoas fermentadas e 

os objetivos específicos foram: (i) Avaliar a degradação dos compostos fenólicos 

durante a fermentação; (ii) Avaliar os principais parâmetros de quantificação da 

atividade antioxidante durante a fermentação. (iii) Determinar o comportamento 

cinético das variações dos compostos fenólicos e da atividade antioxidante durante o 

a fermentação das sementes do cacau da Amazônia. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. MATERIAL 

Foram utilizados frutos de cacaueiro colhidos em março de 2013, 

provenientes da Ilha do Combu (01°31’S, 48° 29’W). Os frutos foram partidos após 

24 horas da colheita, as sementes com polpa foram separadas, misturadas a folhas 

de bananeira proveniente do Campus da Universidade Federal do Pará (Latitude 

01°27’21’’, Longitude 48º30’16’’), e submetidas imediatamente à fermentação, 

durante 7 (sete) dias. Amostras foram coletadas em intervalos de 24 h durante o 

período de fermentação em diferentes pontos das caixas (meio, fundo e 

superfície – regiões centrais e diagonais) a fim de se obter uma amostra 

representativa do processo de fermentação, foram congeladas e liofilizadas até 

cerca de 6,0% de umidade. Para análise de compostos fenólicos, antocianinas 

totais, atividade antioxidante e flavan-3-ol, as amostras (cotilédones das sementes 

liofilizadas in natura e fermentadas), foram trituradas em processador de alimentos, 

moídas em almofariz e peneiradas, em peneiras de 40 mesh para que fosse obtida 

uma granulometria mais homogênea.  

2.2. MÉTODOS 

2.2.1. Determinação dos Teores de Compostos fenólicos ao Longo da 

Fermentação  

Para a determinação de polifenóis pesou-se 1 g de amostra, utilizando 5 mL 

de n-hexano para desengordurar a amostra. Essa etapa foi repetida por mais quatro 

vezes. Após isso houve uma secagem rápida por ar frio em capela de laboratório 

para remover o n-hexano residual.  

O conteúdo total de compostos fenólicos foi determinado pelo método Folin-

Ciocalteu (FC) (SINGLETON et al. 1999). Para a extração dos compostos fenólicos,  

cacau foram pesados 0,1 g de amostra desengordurada em tubos de centrifuga, aos 

quais acrescentou-se 5 ml da solução extratora composta por acetona, água e ácido 

acético (70:29,5:0,5, v/v) obtendo-se uma concentração de 0,02 g de cacau 

desengordurado e seco (CDS) por ml de solução. Os tubos vedados foram agitados 

em vortex por 25 minutos e centrifugados a 3700 RPM por 15 minutos. 



98 

 

Os extratos foram diluídos em água destilada, onde 500 µL do extrato diluído 

foram adicionadas a 250 µL do reagente de Folin-Ciocalteau (previamente diluído 

em água destilada à proporção de 1:1, v/v) e após 5 min adicionou-se 1250 µL de 

Na2CO3 (70 g/L). A mistura foi deixada em temperatura ambiente e após 30 minutos,  

foi realizada a leitura em um espectrômetro a 750nm, os resultados foram expressos 

como miligrama de equivalente catequina por grama de cacau seco e 

desengordurado (mgEqC/gCSD) e miligrama de equivalente ácido gálico por grama 

de cacau seco e desengordurado (mgEqAG/gCSD).  

2.2.2. Determinação dos Teores de Antocianinas Durante a Fermentação  

Foi realizada de acordo com o método descrito por Fuleki e Francis (1968) 

posteriormente revisado por Lees e Francis (1972), onde 0,5 g de amostra foi 

adicionado a 4 ml de solução extratora, preparada com etanol 95%:HCl 1,5N (85:15, 

v/v) e agitada manualmente por 2 minutos. Após isso, deixou-se em repouso a 

solução com amostra por uma noite em temperatura ambiente (30°C), sem 

exposição direta a luz. Os extratos foram filtrados em papel de filtro Whatman nº1, e 

o resíduo foi lavado repetidamente com a solução extratora até extração completa 

das antocianinas.  

A solução resultante foi transferida para balão volumétrico de 50 ml, aferida 

com solução extratora e deixada em repouso por 90 minutos, ao abrigo da luz e à 

temperatura ambiente, para estabilização das formas antociânicas. Posteriormente 

foi realizada leitura em espectrofotômetro, em comprimento de onda 535 nm. 

As análises foram realizadas em triplicata (n=3) e para cálculo da concentração 

utilizou-se a Equação 1, proposta por Fuleki e Francis (1968): 

Antocianinas totais (mg.g-1) = 
%1

1

100

cmE

xFdxAbs
máx

  Equação (1)  

Onde, Absmáx é a absorbância no comprimento de onda máximo (535nm); ƒd é o 

fator de diluição; 
1%

1cm
E  (absortividade molar à 535nm) = 98.2. 
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2.2.3. Determinação de Flavan-3-ols  

2.2.3.1. Método da vanilina-HCl para a determinação de flavan-3-ols 

Os extratos utilizados para determinar os conteúdos de flavan-3-ols das 

sementes in natura e fermentadas foram os mesmos utilizados para quantificar os 

compostos fenólicos. O método utilizado para determinar flavan-3-ols foi o descrito 

por Di Stefano, Cravero, e Gentilini (1989) modidifcado. 

Para a análise, soluções de vanilina 4% em metanol foram preparadas 

diariamente. 500 µL do extrato foram adicionados à 3 mL do reagente vanilina e 

após 5 minutos, 1,5 mL de HCl concentrado. A mistura permaneceu em repouso em 

banho de gelo e após 15 minutos, a absorbância foi lida à 500 nm contra o branco. 

Para o branco, metanol foi utilizado no lugar do reagente vanilina. A absorbância do 

branco foi subtraída à absorbância do conteúdo correspondente de vanilina e os 

resultados foram expressos em mg (+)-catequina/g de cotilédone seco e  

desengordurado. 

Para o cálculo da quantidade de flavan-3-ols, utilizou-se a equação abaixo: 

  ( )                     
 

Onde:  

ΔΕ = absorbância do conteúdo correspondente de vanilina (500 nm) - absorbância 

do branco 
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2.2.4. Determinação da Atividade Antioxidante  

2.2.4.1. Preparo do Extrato 

Em tubos de centrífuga com tampa, 0,5 g de amostra, foram extraídos com 40 

mL de metanol aquoso à 50% por 1 hora em repouso e em seguida centrifugados 

por 15 minutos à 15.000 RPM, sendo transferidos os sobrenadantes para balões 

volumétricos de 100mL. Em seguida, 40 mL de acetona aquosa à 70% foi 

adicionado ao resíduo, permanecendo em repouso por mais uma hora. Logo após, 

as soluções foram centrifugadas por 15 minutos e misturadas aos primeiros extratos. 

Os volumes foram então aferidos e os extratos finais foram acondicionados em 

garrafas âmbares em freezer.  

2.2.4.2. Determinação da Atividade Antioxidante Total pela Captura do Radical 

Livre ABTS°+ 

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é através 

da captura do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), 

que pode ser gerado através de uma reação química, eletroquímica ou enzimática. A 

atividade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) foi realizada de acordo com a 

metodologia proposta por Re et al. (1999). 

De cada extrato, quatro diluições foram preparadas e então 30 µL de cada 

extrato diluído, em ambiente escuro, foram adicionados à 3 mL do radical ABTS (5 

mL de ABTS 7mM com 88 µL de persulfato de potássio 140 mM), preparado no dia 

anterior, homogeneizados e após 6 minutos lidos em espectofotômetro a 734 nm. 

Foi utilizado para o branco, metanol. 

A partir das absorbâncias obtidas das diferentes diluições dos extratos, 

plotou-se a absorbância no eixo Y e a diluição (mg/L) no eixo X. Em seguida foram 

determinadas as equações da reta para cada extrato. 

Para calcular a atividade antioxidante total, substituiu-se na equação da reta a 

absorbância equivalente a 1.000 μM do padrão trolox, calculada utilizando a curva 

padrão de trolox anteriormente construída. Sendo assim, o valor obtido para o termo 

X corresponde à diluição da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 μM de trolox. O 
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resultado final é calculado pela divisão de 1.000.000 pelo valor de X para encontrar 

o valor final, expresso em μM trolox / g de cotilédone. 

3. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 

As análises foram realizadas em triplicata (média  desvio padrão), e os 

resultados obtidos foram submetidos à análise estatística, com o auxílio do 

programa Statistica versão 7.0 (STATSOFT INC., 2004) empregando as seguintes 

metodologias estatísticas: Análise de variância (ANOVA) a 5% de significância; 

Teste de Tukey (p  0,05);  

 Para modelagem cinética - os resultados obtidos foram tratados 

estatisticamente com o auxílio do programa Statistica versão 7.0 (STATSOFT 

INC., 2004), onde os critérios utilizados para avaliar o modelo cinético (de ordem 

zero ou primeira) de reação foram: coeficiente de determinação (R²), análise do 

gráfico bidimensional (pontos experimentais e curva representativa do modelo), 

análise de resíduos (faixa e distribuição) e o desvio relativo médio (P), calculado 

pela Equação abaixo:  

 
  

   

 
∑

               

    

 

   
 

Onde: 

n = número de observações; Vobs = valor observado experimentalmente.  

Vpred = valor predito pelo modelo de regressão linear. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Teores de Compostos fenólicos Durante a Fermentação 

Na Figura III.1, pode-se observar o comportamento dos compostos fenólicos 

expressos em catequina e ácido gálico, respectivamente, nas 3 (três) fermentações 

realizadas no estudo, onde cada fermentação apresentou um comportamento de 

compostos fenólicos, pelo fato de ter sido uma fermentação espontânea. 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.1. Comportamento compostos fenólicos, expressos em catequina e ácido 

gálicos das sementes de cacau observado nas 3 (três) fermentações. 
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Na Tabela III.1 estão apresentados os valores  médios obtidos na 

determinação de compostos fenólicos das sementes de cacau durante a 

fermentação. 

Tabela III.1. Teores médios de compostos fenólicos* das sementes de cacau 
durante a fermentação. 

Compostos fenólicos* 

Tempo de Fermentação (dia) 
mgEqcatequina / g cotilédone seco e 

desengordurado (mgEqC/gCSD) 

mgEqácido gálico / g cotilédone seco e 

desengordurado (mgEqAG/gCSD) 

0 77,31 ± 2,25a 106,40 ± 1,95
ª
 

1 72,20 ± 1,86b 97,43 ± 2,74b 

2 67,45 ± 12,30c 97,47 ± 8,59b 

3 69,19 ± 6,70c 94,27 ± 9,20c 

4 66,66 ± 7,50c 90,80 ± 10,31d 

5 55,06 ± 1,51d 74,58 ± 2,27e 

6 53,03 ± 2,12d 72,49 ± 3,63e 

7 53,26 ± 10,72d 72,21 ± 14,74e 
* Base seca e desengordurada. Letras iguais para a mesma coluna não diferem estatisticamente 

entre si (p≤0,05). 

 

Como se pode observar na Tabela III.1, ocorreu uma redução de compostos 

fenólicos ao longo da fermentação, sendo de 31% para os resultados expressos em 

mg de catequina e 32% para o ácido gálico, é importante ressaltar que não é 

possível fazer comparação entre o teor de polifenóis expressos em mg de catequina 

com o de mg de ácido gálico, pois segundo Rice-Evans, Miller e Paganga (1996), o 

ácido gálico apresenta atividade antioxidante superior à da catequina, que conta 

com cinco grupos hidroxilas em sua estrutura, essa afirmação pode ser confirmada 

através dos resultados obtidos, onde o teor de compostos fenólicos para a semente 

“in natura” foi de 77,31 mgEqC/gCSD e 106,40 mgEqAG/gCSD . 

A redução dos compostos fenólicos ao longo do processo de fermentação 

tanto nos resultados expressos em catequina, quanto no expresso em ácido gálico, 

era esperada, pois se deve em parte a perda de líquido gerado durante a 

fermentação (exudado) (LUNA et al., 2002; WOLLGAST; ANKLAM, 2000; CAMU et 

al., 2008). Além da perda pelo exudado, os polifenóis sofrem ação da enzima 

polifenoloxidase (PPO), devido à ação dessa enzima os polifenóis presentes são 

oxidados e grande parte formam polímeros de altos pesos moleculares chamados de 

polifenóis condensados (WEISBURGER, 2001; HANSEN; DEL-OLMO; BURRI, 

1998).   
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Niemenak et al. (2006) observou variação no teor total de compostos 

fenólicos (67 a 149,2 mgEqEpicatequina/g) em sementes de cacau “in natura” secas 

e desengorduradas. 

CROZIER et al. (2011), afirma que  conteúdo total de compostos fenólicos de 

cacau em pó (48,2 ± 2,1 mg ácido gálico/ g) é superior  ao encontrado no açaí, 

mirtilo em pó, no entanto estas diferenças não foram significativas estatisticamente 

(p<0.05). 

Di Mattia et al. (2012) determinaram o efeito da fermentação e secagem de 

sementes de cacau da variedade Trinitário, oriundas da Costa Rica, no conteúdo e 

perfil de procianidinas, assim como nas propriedades antioxidantes e observaram 

que com o decorrer do tempo de fermentação o teor de compostos fenólicos 

decresceu de forma não linear (p0,05) e de acordo com estes autores,  este 

comportamento pode estar relacionado tanto com a polimerização e as reações 

enzimáticas que ocorrem simultaneamente, como consequência das mudanças no 

pH, na temperatura e umidade durante a fermentação de cacau (THOMPSON et al., 

2001;. WOLLGAST; ANKLAM, 2000), juntamente com as mudanças estruturais que 

permitem um difusão de reagentes (BRITO et al., 2001). 

 Kealey et al. (2001) quantificaram os teores de compostos fenólicos nas 

sementes de cacau durante o processamento e, observaram perdas de 32, 47, 57 e 

87% destes compostos em relação aos teores iniciais de sementes não fermentadas 

nas etapas de fermentação, torração, obtenção de liquor natural e obtenção de 

liquor alcalinizado, respectivamente. Jolic et al. (2011) monitoraram as mudanças 

nos compostos fenólicos, assim como a atividade antioxidante durante o 

processamento e encontraram teor de compostos fenólicos de 15,21 

mgEqepicatequina/g. 

Carrillo, Londoño-Londoño e Gil (2013) estudaram a influência de áreas 

geográficas no conteúdo de polifenóis, metilxantinas e atividade antioxidante em 

sementes de cacau de diferentes áreas de cultivo do cacau na Colômbia e 

observaram a influência deste parâmetro nos valores de polifenóis, que variaram de 

44,94 a 70,09 mg Eqácido gálico /g.  

Tomás-Barberán et al.(2007) analisaram o cacau de diferentes países, como 

Costa do Marfim, Guiné Equatorial, Venezuela, Peru, República Dominicana, 



105 

 

Equador e Colômbia e observaram que o cacau colombiano é o terceiro mais rico 

em teor de compostos fenólicos (81,4 mg Eqácido gálico /g). 

Com relação à sua origem geográfica, por exemplo, concentrações de (+) - 

catequina em sementes de cacau fermentados e desengordurados 

varia de 16,52 mg/g de cacau na Costa Rica para 2,66 mg/g em 

cacau cultivado na Jamaica (ANDÚJAR et al., 2012). 

As variações nos teores de compostos fenólicos encontrados em cacau e nos 

seus derivados podem ser atribuídas às diferenças nas metodologias analíticas 

empregadas para extração e quantificação dos compostos, além da influência 

genética, variedade das sementes de cacau, do grau de maturação (safra) e, mais 

importante, a origem geográfica, condições de pós-colheita, devido aos processos 

tecnológicos utilizados para a obtenção dos produtos avaliados como a fermentação, 

secagem, torração, processamento e armazenamento (WOLLGAST; ANKLAM, 

2000, JALIL; ISMAIL, 2008) 

Na Tabela III.2 encontram-se os parâmetros de ajuste utilizados na escolha 

do melhor modelo matemático para classificação da ordem da reação de variação da 

compostos fenólicos com resultados expressos em catequina e na Tabela III.3 estão 

os resultados obtidos para os compostos fenólicos expressos em ácido gálico. 

Tabela III.2. Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação de compostos fenólicos 

com resultados expressos catequina durante a fermentação de sementes de cacau. 

Compostos fenólicos (mgEqC/gCSD) 

Ordem da reação 
Parâmetros cinéticos Parâmetros estatísticos 

Co k (dia-1) T1/2 (dias) R² P 

Ordem zero 79,93 3,62 10,63 89,94% 3,99 

Primeira ordem 77,53 0,06 12,39 89,39% 3,88 
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Tabela III.3. Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação de compostos fenólicos 

com resultados expressos em ácido gálico durante a fermentação de sementes de 

cacau 

Compostos fenólicos (mgEqAG/gCSD) 

Ordem da reação 
Parâmetros cinéticos Parâmetros estatísticos 

Co k (dia-1) T1/2 (dias) R² P 

Ordem zero 106,38 5,19 10,24 91,31% 3,79 

Primeira ordem 107,23 0,06 11,89 90,44% 3,84 

O coeficiente de determinação (R2) da regressão linear, em muitos casos, é 

suficiente para a determinação da ordem aparente de reação e da equação de 

melhor ajuste, mas como se pode observar na Tabela III. 2 e Tabela III. 3 , os 

valores de R2 foram muito próximos para ambos os modelos,  então utiliza-se o valor 

do desvio relativo médio (P) para a escolha, porém estes também foram muito 

próximos, então o critério utilizado, foi escolha do modelo matematicamente mais 

simples (de ordem zero), pois podem ser mais rapidamente trabalhados, 

proporcionando dados que, apesar de menos precisos, fornecem uma ideia geral do 

comportamento de uma alteração. E os desvios médios relativos obtidos 

apresentaram valores de P menores que cinco o que corresponde a um bom ajuste 

da equação aos dados experimentais (LOMAURO; BAKSHI; LABUZA, 1995).  

Logo, o modelo da reação de ordem zero foi escolhido para representar 

melhor o ajuste dos dados experimentais da cinética de degradação de compostos 

fenólicos expressos em catequina, assim como os compostos fenólicos expressos 

em ácido gálico, onde o comportamento cinético e a sua distribuição com 

comportamento aleatório, podem ser visualizados na Figura III.2 e Figura III.3 . 
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Figura III.2. Modelo cinético de ordem zero e distribuição aleatória de resíduos da 

variação de compostos fenólicos totais expressos em catequina das sementes de 

cacau durante a fermentação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.3. Modelo cinético de ordem zero e distribuição aleatória de resíduos da 

variação de compostos fenólicos totais expressos em ácido gálico das sementes de 

cacau durante a fermentação. 

Foram estimados a ordem aparente da reação, a constante de velocidade da 

reação de degradação dos compostos fenólicos (k) e o tempo de meia-vida (t1/2). 

Sendo assim, adotando a reação de ordem zero como a ordem aparente da reação 

de degradação dos compostos fenólicos das sementes de cacau ao longo da 

fermentação, a constante de velocidade da reação de degradação é de 3,62 dia-1 e o 

tempo de meia-vida é de 10,63 dias (aproximadamente 11 dias) para os compostos 
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fenólicos expressos em catequina e k = 5,19 dia-1  e t1/2 = 10,24 dias 

(aproximadamente 10 dias), para os compostos fenólicos expressos em ácido gálico. 

O tempo de meia-vida (t1/2) é definido como o tempo necessário para uma 

redução de 50% do valor inicial do parâmetro avaliado, sendo que matematicamente 

quanto maior o valor da constante, menor será o tempo de meia-vida (t1/2). Nas 

tabelas III. 2. e  III. 3, esta afirmação pode ser observada. 

4.2. Teores de Antocianinas Totais Durante a Fermentação 

Na Figura III.4, pode-se observar o comportamento das antocianinas totais das 

sementes de cacau nas 3 (três) fermentações realizadas no estudo, onde cada 

fermentação revelou um comportamento de compostos fenólicos. 

Figura III.4. Comportamento antocianinas totais das sementes de cacau observado 

nas 3 (três) fermentações. 

Na Tabela III.4 estão os valores de antocianinas nas sementes de cacau ao 

longo da fermentação, onde ao longo da fermentação houve uma perda de 

antocianinas nas sementes de cacau. Segundo Lange e Fincke (1970), Pettipher, 

(1986), Shahidi e Naczk (2003) as antocianinas geralmente desaparecem 

rapidamente durante processo de fermentação (93% de perda após 4 dias) e por 

isso têm sido consideradas como um bom índice para a determinação do grau de 

fermentação das sementes de cacau. 
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Tabela III. 4. Teor de antocianinas totais das sementes durante a fermentação. 

Tempo de Fermentação (dia) Antocianinas totais* (mg/g) 

0 3,01 ± 0,15a 

1 2,80 ± 0,12b 

2 2,35 ± 0,29b
 

3 2,26 ± 0,77c 

4 1,16 ± 0,75d 

5 0,86 ± 0,29e 

6 0,70 ± 0,18f 

7 0,63 ± 0,05f 

* Base seca e desengordurada. Letras iguais para a mesma coluna não diferem 

estatisticamente entre si (p≤0,05). 

 

 

 Os teores de antocianinas totais do primeiro ao sétimo dia de fermentação 

diminuíram cerca de 79%, essa redução é devido a elevação da temperatura da 

massa e ao meio ácido, as sementes de cacau perdem sua capacidade de germinar, 

logo a parede celular torna-se permeável, e ocorre uma mistura de conteúdos 

celulares, as antocianinas, dentre os compostos polifenólicos são as primeiras a 

serem transformadas, libertando a aglicona (cianidina de cor violácea) e o açúcar a 

que estava ligada, formando as antocianidinas que se forem rapidamente 

decompostas formarão compostos incolores ou se condensarem, formarão os  

chamados «taninos flavónicos» (FERRÃO, 2008).  

Forsyth e Quesnel (1957) reportam que durante fermentação, as antocianinas 

são hidrolisadas por enzimas glicosidases, resultando num clareamento dos 

cotilédones. 

Niemenak et al. (2006) relatam que as antocianinas majoritárias na semente de 

cacau in natura são cianidina-3-arabinosídeo, onde o teor varia de 0,47 – 4,55 mg/g 

de cotilédone seco desengordurado, e a cianidina-3-galactosídeo variando de 0,29 a 

2,81mg/g de cotilédone seco desengordurado.  

Elwers et al. (2009) identificaram as antocianinas cianidina-3-o-α-L-

arabinosídeo variando entre 0 e 0,0077 mg/g e o conteúdo da cianidina-3-o-ß-D- 

galactosídeo variou de 0 a 0,0042 mg/g nas sementes de cacau de diferentes 

variedades. 
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 Na Tabela III.5 encontram-se os parâmetros de ajuste utilizados na escolha 

do melhor modelo matemático para classificação da ordem da reação da variação 

das antocianinas totais durante a fermentação de sementes de cacau, esta variável 

foi mais bem ajustada ao modelo de ordem zero, pois apresentou o coeficiente de 

determinação (R²) com melhor exatidão (90,33%), além de ter uma diferenciação 

melhor em relação ao valor do desvio relativo médio (22,60). 

Tabela III. 5. Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação de antocianinas totais 

durante a fermentação de sementes de cacau. 

Ordem da reação 
Parâmetros cinéticos Parâmetros estatísticos 

Co k (dia-1) T1/2 (dias) R² P 

Ordem zero 3,37 0,41 3,04 90,33% 22,60 

Primeira ordem 3,15 0,23 3,83 87,07% 23,86 

  O comportamento cinético e a distribuição aleatória dos resíduos do modelo 

de ordem zero proposto para representar adequadamente o perfil de antocianinas 

totais, pode ser visualizado na Figura III.5. 

Figura III.5. Modelo cinético de ordem zero e distribuição aleatória de resíduos da 

variação de antocianinas totais das sementes de cacau durante a fermentação. 

Sendo assim, adotando a reação de ordem zero como a ordem aparente da 

reação de degradação das antocianinas totais das sementes de cacau ao longo da 

fermentação, a constante de velocidade da reação de degradação é de 0,41 dia-1 e o 

tempo de meia-vida é de 3,04 dias (aproximadamente 3 dias), quanto menor for o 

tempo de meia-vida (t1/2) maior será o valor da constante. 
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4.3. Determinação de flavan-3-ols 

Na Figura III.6 pode-se observar o comportamento do flavan-3-ol nas 3 (três) 

fermentações realizadas no estudo, onde cada fermentação revelou um 

comportamento diferenciado. 

 

Figura III.6. Comportamento flavan-3-ol das sementes de cacau observado nas 3 

(três) fermentações, e a média das mesmas. 

Na Tabela III.6 são apresentados os valores encontrados de acordo com a 

metodologia da Vanilina-HCL para flavan-3-ols durante a fermentação, que variaram 

de 16,28 a 7,92 mg de catequina/g de cotilédones, havendo uma redução (p≤0,05), 

cerca de 51%. 

Tabela III.6. Teor médio de flavan-3-ols das sementes de cacau fermentadas. 

Tempo de Fermentação (dia) Vanilina-HCl¹* 

0 16,28 ± 1,54ª 

1 14,08 ± 1,40c 

2 15,24 ± 1,61b 

3 13,47 ± 1,39d 

4 12,01 ± 1,31e 

5 10,31 ± 1,93g 

6 10,59 ± 1,58f 

7 7,92 ± 1,01h 

* Base seca. Letras iguais para a mesma coluna não diferem estatisticamente entre si (p≤0,05). 

¹ mg de catequina/g de cotilédone. 
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Elwers et al. (2009) avaliaram o conteúdo de compostos fenólicos em  

sementes do cacau Criollo, Forastero e Trinitário e reportaram que durante a 

fermentação e secagem foi observada redução de catequinas nas sementes do 

cacau Criollo. De acordo com outros estudos, uma perda semelhante de (-)-

epicatequina acontece, porém essa perda só foi significativa quando o tempo de 

fermentação era muito extenso, acima de 7 (sete) dias (KIM; KEENEY, 1984;  

KEALEY et al. , 1998). 

Payne et al. (2010) investigaram os níveis de catequina e epicatequina em 

sementes de cacau in natura, fermentadas e processadas através da secagem, 

torração e alcalinização,  havendo reduções (80%) de catequina e epicatequina nas 

amêndoas fermentadas quando comparadas com uma não fermentada. Etapas de 

processamento comuns, tais como a fermentação reduz tanto o nível total de 

procianidinas, como o nível de flavanols de baixo peso molecular (KIM; KEENEY, 

1984; PORTER; MA; CHEN, 1991). 

A redução de catequina ao longo da fermentação diminui o nível de 

adstringência das sementes de cacau, de acordo com Nazaruddin et al. (2006), a 

razão dessa redução, em 2 dias após a fermentação, pode ser devido à inactivação 

da polifenoloxidase como resultado da polimerização da catequina,  já que esta 

serve de substrato para essa enzima.  

Andujar et al. (2012), reportam que a variação da concentração de catequina 

no cacau depende da sua origem, por exemplo, concentração de (+)-catequina em 

amêndoas fermentadas e desengorduradas da Costa Rica é  16,52 mg/g enquanto 

que na Jamaica a concentração é 2,66 mg/g. Segundo Belščak et al. (2009) 

sementes de cacau de vários países contém de 1,20 a 10,66 mg (+)-catequina/g de 

cotilédones desengordurados.  

Carrillo et al. (2013) avaliaram a influência da área geográfica no conteúdo de 

flavan-3-ols ((+)-catequina) em sementes de cacau de diferentes áreas da Colômbia 

e encontraram valores que variaram de 2,49 a 11,29 mg/g. 

Em sementes de cacau in natura, há cerca de 12 a 18% de flavanols (KIM; 

KEENEY, 1984, LEA; FORD, 1990; PORTER; MA; CHEN, 1991), porém durante o 

processamento, como por exemplo, durante a etapa de fermentação, foi observado 

num estudo realizado  por Kealey et al. (1998) perdas de 53 a 74% de flavanols e 
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procianidinas, enquanto que Payne et al.(2010), reportaram que há uma diminuição 

de mais de 80% nos níveis de catequina e epicatequina , ao comparar uma semente 

in natura com uma semente fermentada. 

Na Tabela III.7 encontram-se os parâmetros de ajuste utilizados na escolha 

do melhor modelo matemático para classificação da ordem da reação de variação de 

Flavan-3-ol durante a fermentação de sementes de cacau. 

Tabela III.7. Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação de Flavan-3-ol durante a 

fermentação de sementes de cacau. 

 Ordem da 

reação 

Parâmetros cinéticos Parâmetros estatísticos 

Co k (dia-1) T1/2 (dias) R² P 

Ordem zero 16,33 1,10 7,44 92,21% 5,24 

Primeira ordem 16,54 0,09 8,09 89,84% 6,39 

Na Tabela III.7 encontram-se os parâmetros de ajuste utilizados na escolha 

do melhor modelo matemático para classificação da ordem da reação da variação de 

flavan-3-ol durante a fermentação de sementes de cacau, esta variável teve um 

melhor ajuste ao modelo de ordem zero, pois apresentou o coeficiente de 

determinação (R²) com melhor exatidão (92,21%), além de ter uma diferenciação 

melhor em relação ao valor do desvio relativo médio (5,24). O comportamento 

cinético e distribuição com comportamento aleatório podem ser visualizados na 

Figura III.7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.7. Modelo cinético de ordem zero e distribuição aleatória de resíduos da 

variação de flavan-3-ol das sementes de cacau durante a fermentação. 

Modelo de ordem zero: C = Co -k*(tempo)

y = (16,329) - (1,09796)*(x)
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Sendo assim, adotando a reação de ordem zero como a ordem aparente da 

reação de degradação de flavan-3-ol durante a fermentação de sementes de cacau, 

a constante de velocidade da reação de degradação é de 1,10 dias-1 e o tempo de 

meia-vida é de 7,44 dias (aproximadamente 7 dias). Matematicamente quanto maior 

o valor da constante, menor será o tempo de meia-vida (t1/2), essa afirmação pode 

ser observada na Tabela III. 7. 

4.4. Determinação da Atividade Antioxidante Total pela Captura do Radical 

Livre ABTS°+  

A figura III.8 apresenta o comportamento obtidos nas 3 (três) fermentações 

realizadas no estudo, e pode observar que houve uma irregularidade neste 

comportamento pelo fato de terem sido fermentações espontâneas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.8. Comportamento da atividade antioxidante das sementes de 

cacau observado nas 3 (três) fermentações, e a média das mesmas. 

Na tabela III.8 são mostradas as mudanças na ocorridas na atividade 

antioxidante total ao longo da fermentação, onde houve uma redução de 39% dessa 

atividade ao longo da fermentação.  
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Tabela III. 8. Valores médios da atividade antioxidante total das sementes de cacau 

fermentadas. 

Tempo de Fermentação (dia) Atividade Antioxidante Total 1* 

0 1296,57 ± 52,50ª 

1 1122,09 ± 103,10e 

2 1140,90 ± 184,49d 

3 1209,29 ± 37,52b 

4 1155,81 ± 365,23c 

5 959,69 ± 242,02f 

6 620,01 ± 143,79h 

7 789, 85 ± 212,58g 
* Base seca. Letras iguais para a mesma coluna não diferem estatisticamente entre si 

(p≤0,05). 
1
 µmol Trolox/g 

Di Mattia et al. (2012), observaram que com o decorrer do tempo de 

fermentação a atividade antioxidante (ABTS) decresceu de forma não linear (p<0,05) 

e foi observado que em fermentações espontâneas ocorre uma evolução irregular 

desta atividade antioxidante, com uma elevação no final do processo fermentativo, 

do 6º para o 7º dia. Esse comportamento foi semelhante ao encontrado neste 

estudo, onde foram observadas oscilações no decorrer do processo, com uma 

elevação da atividade antioxidante do 6° dia (620,01 µmol Trolox/g) para o 7° 

(789,85 µmol Trolox/g), ou seja, ao final do processo. 

Compostos fenólicos do cacau têm sido considerados como os principais 

agentes quimiopreventivos, principalmente devido à sua elevada antioxidante 

atividade (WOLLGAST; ANKLAM, 2000, CARNESECCHI et al., 2002; SUN et al., 

2007; MARTÍN et al., 2008; ARLORIO et al., 2008). 

Produtos de cacau contêm alta atividade antioxidante e elevados teores de 

flavonóides assim como o chá ou vinho tinto (LEE et al., 2003;. STEINBERG, 

BEARDEN; KEEN, 2003). Estudo realizado por Andújar et al., 2012, revelaram que o 

cacau possui mais compostos fenólicos e maior atividade antioxidante do que o chá 

verde, chá preto, ou vinho tinto . 

 Arlorio et al. (2008) reportam que alta capacidade sequestrar radicais livres, não 

é exclusivamente dos fenóis dos extratos de cacau. Os resultados encontrados por 

Arlorio et al. (2008) corroboram com os relatados por Othman et al. (2007), que 
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sugerem que essa capacidade pode ser influenciada pela presença de metilxantinas 

(teobromina e cafeína) e antocianinas.  

Othman et al. (2007) investigaram a atividade antioxidante e teor de compostos 

fenólicos em sementes de cacau provenientes de diferentes países, e 

correlacionaram essa atividade antioxidante com o conteúdo de fenólicos, onde eles 

puderam concluir que a capacidade antioxidante e conteúdo fenólico de sementes 

de cacau da Malásia eram comparáveis aos de Gana, Costa do Marfim Costa e 

Indonésia. Este estudo foi de extrema importância, pois a Malásia, apesar de ser o 

quinto maior produtor amêndoas de cacau em todo o mundo, suas amêndoas são 

vendidos a um preço mais baixo quando comparados com as amêndoas do Oeste 

Africano, diante do exposto a capacidade antioxidante, além de fornecer qualidade 

no sabor, é uma informação adicional a ser considerada, para promover o consumo 

de amêndoas de cacau.  

Carrillo et al. (2013) analisaram regiões produtoras de cacau e reportaram 

que houveram diferenças significativas (p0,05) no teor de compostos fenólicos, 

flavan-3-ol, epicatequina, catequina, cafeína e teobromina e na atividade 

antioxidante, evidenciando um efeito significativo da região produtora de cacau 

nesses parâmetros. 

Aikpokpodion e Dongo (2010) estudaram o perfil da atividade antioxidante do 

primeiro ao sexto dia de fermentação, quando os compostos fenólicos são 

reduzidos. O conteúdo de catequina das sementes de cacau não reduziu durante a 

fermentação e os resultados mostraram que, apesar da perda dos compostos 

fenólicos durante a fermentação, a concentração restante nas sementes é suficiente 

para produzir uma alta atividade antioxidante. 

Foram encontradas neste estudo elevadas correlações entre atividade 

antioxidante e compostos fenólicos R2 = 0,8241 (mgEqácidogálico/CDS) e R2 = 

0,9022 (mgEqcatequina/CDS) permitindo sugerir que os compostos dominantes que 

contribuem para atividade antioxidante têm estrutura fenólica. Altas correlações 

também foram reportadas por Sun et al. (2007) e Jolic´et al. (2012). 

Na Tabela III.9 encontram-se os parâmetros de ajuste utilizados na escolha 

do melhor modelo matemático para classificação da ordem da reação de variação da 

atividade antioxidante durante a fermentação de sementes de cacau. 
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Tabela III.9. Parâmetros cinéticos e estatísticos da variação da atividade 

antioxidante durante a fermentação de sementes de cacau. 

 Ordem da 

reação 

Parâmetros cinéticos Parâmetros estatísticos 

Co k (dia-1) T1/2 (dias) R² P 

Ordem zero 1314,05 79,22 8,29 71,21% 10,11 

Primeira ordem 1320,98 0,07 9,50 68,04% 10,08 

 

Os parâmetros de ajuste utilizados na escolha do melhor modelo matemático 

para classificação da ordem da reação da variação da atividade antioxidante durante 

a fermentação de sementes de cacau revelaram que esta variável teve um melhor 

ajuste ao modelo de ordem zero, pois apresentou o coeficiente de determinação (R²) 

com melhor exatidão (71,21%). O comportamento cinético e distribuição com 

comportamento aleatório podem ser visualizados na Figura III.9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.9. Modelo cinético de ordem zero e distribuição aleatória de resíduos da 

variação da atividade antioxidante das sementes de cacau durante a fermentação 

Sendo assim, adotando a reação de ordem zero como a ordem aparente da 

reação da redução da atividade antioxidante durante a fermentação de sementes de 

cacau, a constante de velocidade da reação de degradação é de 71,21 dia-1 e o 

tempo de meia-vida é de 10,11 dias (aproximadamente 10 dias). Matematicamente 

quanto maior o valor da constante, menor será o tempo de meia-vida (t1/2), essa 

afirmação pode ser observada na Tabela III. 9. 
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5. CONCLUSÕES 

 

A fermentação influenciou nas modificações químicas e na atividade 

antioxidante das sementes de cacau, onde houve uma redução de todos os 

parâmetros analisados, sendo que essas reduções são desejáveis sob o ponto de 

vista de sabor, pois reduzem a adstringência e o amargor, mas altamente 

indesejáveis em relação às propriedades antioxidantes. 

Foi observado que apesar da perda dos compostos fenólicos durante a 

fermentação, a concentração restante nas sementes foi suficiente para produzir uma 

elevada atividade antioxidante. 

Os compostos fenólicos, as antocianinas totais e flavan-3-ol foram as 

variáveis dependentes que apresentaram melhor descrição da variação dos dados 

experimentais e, por isso, podem ser utilizadas para avaliar uma tendência ou 

predizer um determinado comportamento no intuito de garantir um maior controle do 

processo. 

. 
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CAPÍTULO IV 

IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DAS AMINAS BIOATIVAS NAS 

SEMENTES DE CACAU FERMENTADAS (Theobroma cacao L.) 

1. INTRODUÇÃO 

As aminas biogênicas, assim como as poliaminas, fazem parte de um grupo 

maior denominado de aminas bioativas. São compostos orgânicos nitrogenados que 

participam de processos metabólicos normais de animais, plantas e microrganismos 

(HALÁSZ et al., 1994; BARDÓCZ, 1995; SILLA-SANTOS, 1996). Sua formação 

ocorre durante o metabolismo normal em todos os seres vivos, sendo que sua 

principal via de formação é a descarboxilação de aminoácidos, seja por hidrólise ou 

decomposição térmica de compostos nitrogenados (HALÁSZ et al., 1994; 

BARDÓCZ, 1995). As aminas bioativas exercem diversas funções importantes, 

dentre elas, as poliaminas atuam como fator de crescimento celular e as aminas 

biogênicas são vasoconstritoras ou neuroativas (SHALABY, 1996). 

Independente do tipo de alimento, altos níveis de aminas biogênicas têm sido 

apontados em produtos resultantes de fermentação.  A produção destas aminas em 

alimentos é característica de uma série de microrganismos capazes de descarboxilar 

aminoácidos e de bactérias láticas (LORET et al., 2005). No processo fermentativo, 

essa produção é facilitada, pois na maioria das vezes oferece substrato 

(aminoácidos livres) e condições favoráveis para a sua formação (ROMERO et al., 

2003). Dentre as classificações feitas para as aminas bioativas, a que possui 

relevância para a saúde humana são as do grupo funções fisiológicas, poliaminas e 

aminas biogênicas, as quais serão abordadas neste estudo. 

Durante a fermentação do cacau, várias modificações químicas e bioquímicas 

responsáveis pela formação dos precursores do sabor de chocolate ocorrem 

(WOLLGAST; ANKLAM, 2000; LUNA et al., 2002;  NIELSEN et al., 2008). A 

presença de poliaminas no chocolate pode ser benéfica pelas propriedades 

antioxidantes que estas oferecem.  Ainda a presença de pequenas quantidades de 

feniletilamina, tem sido associada a propriedades afrodisíacas do chocalate.  

Entretanto, a presença desta amina aromática e de outras como tiramina, triptamina 

podem causar enxaqueca (COCHRAINE, 1970; SANDLER; YOUDIM; HANINGTON, 
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1974; HALÁSZ et al., 1994; LIMA; GLÓRIA, 1999) se estiverem em concetrações 

elevadas. 

Baseado no exposto, o conhecimento da possibilidade de formação de aminas 

bioativas durante a fermentação do cacau se faz necessário, principalmente pelo 

fato de se ter escassez de estudos sobre o perfil e os teores de aminas bioativas no 

processo de fermentação das sementes de cacau. Desta forma, o objetivo geral 

deste trabalho foi identificar as possíveis aminas presentes em sementes 

fermentadas de cacau e determinar o perfil e os teores de aminas bioativas dessas 

sementes ao longo de sete (7) dias de fermentação. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. MATERIAL 

2.1.1. Amostras 

Foram utilizados frutos de cacaueiro colhidos em março de 2013 e 

provenientes da Ilha do Combu (01°31’S, 48° 29’W). Os frutos foram partidos após 

24 horas da colheita e as sementes com polpa foram separadas, misturadas a folhas 

de bananeira proveniente do Campus da Universidade Federal do Pará (Latitude 

01°27’21’’, Longitude 48º30’16’’), e submetidas imediatamente à fermentação, 

durante 7 (sete) dias. Amostras foram coletadas em intervalos de 24 h durante o 

período de fermentação em diferentes pontos das caixas (meio, fundo e 

superfície – regiões centrais e diagonais) a fim de se obter uma amostra 

representativa do processo de fermentação e foram congeladas (-18ºC). A 

amostra utilizada para a realização da análise foram os cotilédones da semente de 

cacau fermentada, que foram triturados em processador de alimentos, moídos em 

almofariz e peneirados com peneiras de 40 mesh, a fim de se obter uma 

granulometria mais homogênea. 

2.1.2. DETERMINAÇÃO DAS AMINAS BIOATIVAS 

 As aminas foram extraídas da seguinte forma: 5 g de amostra foram 

pesadas em balança analítica Sartorius Basic (Sartorius AG, Goettingen, 

Alemanha) e, em seguida, adicionou-se 7 mL de ácido tricloroacético (TCA) 5%. 

As amostras foram homogeneizadas e levadas a agitação em mesa agitadora 

(Tecnal, modelo TE-140, Piracicaba, Brasil) durante 5 minutos, seguida de 

centrifugação em centrífuga refrigerada Jouan Thermo MR23i (França) a 11180 g 

a 4 °C por 10 minutos. O processo foi repetido por mais duas vezes adicionando-

se ao resíduo, 7 e 6 mL de TCA, respectivamente. Após as centrifugações e 

filtrações, os sobrenadantes foram combinados, em balão volumétrico de 25 mL, 

o volume foi ajustado e filtrado em papel filtro qualitativo (ADÃO; GLÓRIA, 2005).  
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2.1.3. IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DAS AMINAS BIOATIVAS 

Dez aminas bioativas foram pesquisadas, são elas: espermidina, 

espermina, putrescina, agmatina, cadaverina, serotonina, histamina, tiramina, 

triptamina e feniletilamina. A metodologia utilizada para a separação, detecção e 

quantificação das aminas foi a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) por 

pareamento de íons em coluna de fase reversa. O cromatógrafo utilizado foi o 

modelo LC-10AD com câmara de mistura à alta pressão, conjunto de lavagem 

automática de pistão e injetor automático modelo SIL-10AD VP (Shimadzu, 

Kioto, Japão). As amostras foram filtradas imediatamente antes da injeção, 

utilizando-se membrana HAWP de 13 mm de diâmetro e 0,45 μm de tamanho do 

poro (Millipore, Corp., Milford, MA, EUA). 

 Para a separação das aminas foram empregadas duas fases móveis: fase 

móvel A, solução tampão contendo acetato de sódio 0,2 mol/L e 

octanossulfonato de sódio 15 mmol/L, com pH ajustado para 4,9 com ácido 

acético glacial; e fase móvel B – acetonitrila (ADÃO; GLÓRIA, 2005). 

A quantificação foi feita por fluorimetria utilizando 340 e 445 nm de 

excitação e emissão, respectivamente, após derivação com o-ftalaldeído. A 

derivação pós-coluna foi realizada por meio de uma câmara de mistura instalada 

após a saída da coluna em um tubo de teflon de 2m de comprimento conectando 

a câmara de mistura ao detector de fluorescência. A solução derivante, 

preparada diariamente e mantida sob abrigo da luz, consistia de 0,2 g de o-

ftalaldeído dissolvido em 3 mL de metanol, diluídos em solução de 25 g de ácido 

bórico e 22 g de hidróxido de potássio para 500 mL de água (pH 10,5 a 11,0). 

Foram adicionados a esta solução 1,5 mL de Brij 35 e 1,5 mL de mercaptoetanol 

(ADÃO; GLÓRIA, 2005). 

A identificação das aminas foi feita por comparação entre os tempos de 

retenção dos picos encontrados nas amostras com os das aminas da solução 

padrão. Soluções padrão foram também analisadas, intercaladas às amostras. A 

quantificação de aminas foi feita por interpolação em curva padrão externa 

baseada na relação área do pico versus concentração obtida para cada amina, 

sendo os resultados expressos em mg/100 g. 
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3. TRATAMENTO ESTATÍSTICO  

As análises foram realizadas em triplicata (média  desvio padrão), e os 

resultados obtidos foram submetidos à análise estatística, com o auxílio do 

programa Statistica versão 7.0 (STATSOFT INC., 2004) empregando as seguintes 

metodologias estatísticas: Análise de variância (ANOVA) a 5% de significância; 

Teste de Tukey (p  0,05). 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dentre as dez aminas bioativas investigadas nas sementes de cacau 

fermentadas, somente 4 (quatro) foram identificadas, são elas, espermidina, 

espermina, tiramina e triptamina. Na Figura IV.1, estão os teores destas aminas  

encontrados na semente de cacau fermentada. As demais aminas pesquisadas – 

putrescina, serotonina, feniletilamina, cadaverina histamina e agmatina - não 

foram detectadas em nenhuma das amostras. 

 

 Figura IV. 1. Aminas bioativas detectadas nas sementes de cacau fermentadas 

A presença de aminas biogênicas no cacau, cacau ralado e chocolate 

foram relatados por Pastore et al. (2005), Herraiz (2000), Kosman et al. (2007). 

Oracz e Nebesny (2014) reportam que a amina predominante em sementes de 

cacau secas e fermentadas foi tiramina, o que representou cerca de 32% do total 
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níveis de aminas biogênicas e verificou que o cacau Forasteiro do Brasil 

apresenta 0,083 mg/100g em base seca e desengordurada desta amina. 

A triptamina possui ação farmacológica similar à tiramina. Altos níveis podem 

exercer efeitos diretos na musculatura lisa, causar dor de cabeça e aumentar a 

pressão sanguínea pela constrição do sistema vascular (VANDERKERCKHOVE, 

1977; SMITH, 1980-1981). Assim como a tiramina, os teores de obtidos na semente 

de cacau ao longo da fermentação ficaram abaixo das doses consideradas tóxicas. 

Schwan e Wheals (2004) afirmam que para se ter uma boa fermentação, 

leveduras, bactérias lácticas e as bactérias acéticas são cruciais para esse 

processo. Os teores de tiramina encontrados na semente de cacau fermentada 

ficaram abaixo das doses consideradas tóxicas, mas é importante ressaltar que a 

fermentação é a primeira etapa a ser empregada na fabricação de chocolate, pois o 

mesmo ainda precisa passar pelos processos de secagem e torração para adquirir 

sabor. Por isso, poder haver ainda uma elevação nos teores de tiramina, assim 

como da triptamina, aminas biogênicas encontradas no estudo. Brink et al. (1990) 

relataram que produtos em que ocorre o crescimento de bactérias lácticas, há 

quantidades consideráveis de putrescina, cadaverina, histamina e tiramina, 

sendo que recentemente foram identificados por Linares et al. (2010), genes 

produtores de aminas biogênicas em bactérias ácido lácticas. Devido a esses 

fatores, a fermentação das sementes de cacau pode ser considerada um meio 

propicio para a formação de aminas biogênicas. 

Oracz e Nebesny (2014) avaliaram a relação do pH com o conteúdo de 

aminas biogênicas, os resultados revelaram que amostras com um valor de pH no 

intervalo de 5,10 - 5,29 tinham um teor significativamente mais elevado de aminas 

biogênicas, em comparação com as amostras com pH superior a 5,58. Neste 

estudo, o pH variou de 4,98 - 6,56 e as maiores quantidades de aminas biogênicas 

foram formadas no pH 4,98 e 5,39. Glória (2005) relata que em meio ácido (pH 2,5 a 

6,5), a produção de aminas é estimulada como mecanismo de proteção da bactéria 

ao ambiente ácido. Shukla et al., (2010) reportam que as aminas biogênicas são 

formadas principalmente por microorganismos, através da atividade das enzimas 

descarboxilases num meio ácido, com um pH ótimo entre 4,0 e 5,5.  
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Outro fator que ocasiona formação de aminas biogênicas é a presença de 

aminoácidos livres, os quais servem de substrato para os microrganismos 

descarboxilases positivo. Glória e Vieira (2007) reportaram que aminoácidos 

livres podem ocorrer naturalmente em alimentos, mas também são liberados de 

proteínas, como resultado da atividade proteolítica ou degradação térmica. Ao 

longo da fermentação do cacau, os aminoácidos livres e peptídeos são formados 

por reações enzimáticas proteolíticas (VOIGT; BIEHL; HEINRICHS, 1993) e o 

acúmulo de destes, tais como leucina, alanina, fenilalanina, e tirosina contribuem 

para a formação do sabor do cacau e são desenvolvidos durante a fermentação do 

cacau (MOHR; LANDSCHREIBER; SEVERIN, 1976; KIRCHHOFF et al., 1989). Nas 

sementes de cacau fermentadas deste estudo foi identificada a tiramina, proveniente 

possivelmente da descarboxilação da tirosina (aminoácido livre). 

A identificação das poliaminas, espermidina e espermina era esperada, 

pois de acordo com Bardócz (1995) e Eliassen et al. (2002) essas aminas são 

predominantes em vegetais. Interessante observar que em todas as amostras 

analisadas, a precursora putrescina não foi detectada, o que indica que esta 

amina se mantém em níveis muito baixos, inferiores ao limite de detecção da 

técnica. 

Em alimentos fermentados, triptofano é transformado em aminas 

biogênicas tais como triptamina e 5-hidroxitriptamina (serotonina) (SILLA-

SANTOS, 1996; KANG et al. 2007) essas, são substâncias psicoativas e 

vasoativas que podem afetar as funções do sistema nervoso central (SHALABY, 

1996). A presença dessas duas aminas tem sido reportadas no cacau (BAKER et 

al., 1987; HURST; TOOMEY, 1981; PASTORE et al., 2005), porém no presente 

estudo somente a triptamina foi identificada. 

A presença de poliaminas em alimentos é importante, pois participam de 

processos fisiológicos em animais e vegetais, sendo que espermina e a espermidina 

são indispensáveis às células vivas por estarem diretamente envolvidas com o 

crescimento, renovação e metabolismo celular (LIMA; GLÓRIA, 1999). E também 

pelo fato de apresentam um caráter antioxidante, onde essa atuação como 

antioxidante está diretamente correlacionada com a quantidade de aminogrupos, 

aumentando da espermidina para a espermina grupamentos amino. Desta forma, 
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as frutas que são fontes significativas das poliaminas podem atuar como importantes 

antioxidantes na dieta (LOVAAS, 1997).  

Alguns estudos têm demonstrado que as poliaminas presentes, por 

exemplo, no leite humano podem estimular a proliferação e a maturação do 

epitélio do trato gastrintestinal em recém-nascidos (BLACHIER et al., 1992; BUTS, 

1998; DELOYER; PEULEN; DANDRIFOSSE, 2001), estes benefícios destacam a 

importância de sua presença em alimentos. 

Estudo realizado por Carnésecchi et al. (2002) revela que o metabolismo 

de poliaminas pode ser um alvo importante nos efeitos anti-proliferativos dos 

polifenóis de cacau em células cancerígenas do cólon humano.   

Na Figura IV.2, pode ser visualizada a contribuição de poliaminas e de 

aminas biogênicas ao teor total em função do tempo de fermentação, e pode-se 

concluir que as poliaminas contribuíram mais do que as aminas biogênicas ao 

teor total no processo fermentativo. 

 

Figura IV. 2. Contribuição de poliaminas e de aminas biogênicas ao teor total em 

função do tempo de fermentação. 
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Pelo fato das poliaminas terem maior contribuição que as aminas biogênias 

nas sementes de cacau fermentadas, é importante destacar que poliaminas também 

atuam como fatores de crescimento, por isso é necessário verificar se nas outras 

estas do processamento do cacau (secagem e torração) haverá o aumento ou a 

diminuição destes compostos, alimentos ricos com estas substâncias são 

importantes no crescimento e na manutenção da saúde, entretanto, no caso do 

individuo ter câncer, os fatores de crescimento devem ser retirados da dieta, e, desta 

forma, alimentos ricos em poliaminas devem ser evitados (BARDÓCZ, 1995; LIMA; 

GLÓRIA, 1999; ELIASSEN et al., 2002; CIPOLLA; HAVOUIS ; MOULINOUX, 2010). 

A combinação de tratamentos farmacológicos com um inibidor da ornitina 

descarboxilase (ODC) (GAMET et al, 1991; SLOTKIN et al., 2000) e dieta livre de 

poliaminas, pode ser crucial para redução do crescimento tumoral (BACHRACH, 

2004).  

As poliaminas podem ter contribuido mais, mas a presença de aminas 

biogênicas, é algo a ser discutido, onde o consumo de alimentos com estes 

compostos podem induzir a ocorrência de enxaqueca, por isso individuos em 

tratamento com medicamentos inibidores da monoaminoxidase (IMAO), como os 

antidepressivos, o antituberculose devem evitar o consumo de alimentos com essas 

substâncias, pois pode ocorrer crise hipertensiva (GLÓRIA, 2005).  
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5. CONCLUSÃO 

Dentre as dez aminas pesquisadas, foram encontradas nas sementes de cacau 

fermentadas, as poliaminas espermidina e espermina e as aminas biogênicas 

tiramina e triptamina. 

A espermidina foi a amina predominante nas sementes de cacau analisadas, 

seguida da tiramina, espermina e triptamina.  

As poliaminas contribuíram de forma mais significativa na fermentação das 

sementes de cacau, essa presença pode ser benéfica devido às propriedades 

antioxidantes que estas oferecem. 

 Os teores de tiramina obtidos na semente de cacau ao longo da fermentação 

ficaram abaixo das doses consideradas tóxicas. 

Os relatos na literatura sobre o perfil e teores de aminas bioativas na 

fermentação são bastante escassos, por isso esta pesquisa foi de suma importância. 

Mas é importante ressaltar que a fermentação é apenas uma das etapas para 

obtenção de produtos derivados de cacau, pois as sementes fermentadas precisam 

ainda passar por outros processos tecnológicos, como a secagem e torração onde 

nessas etapas pode ocorrer a elevação ou diminuição de aminas biotivas, por isso é 

interessante que sejam realizados outros estudos sobre como as aminas bioativas 

se comportam ao longo do beneficiamento do cacau até chegar aos seus inúmeros 

subprodutos para garantir a presença destes compostos em níveis seguros para o 

consumidor, já que segurança alimentar é requisito básico que deve sempre ser 

satisfeito na produção de alimentos.  
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