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RESUMO

LESSA, O.A. Estudo da Fermentacdo do Farelo de Cacau por Penicillium
roqueforti e Avaliacdo da Composicdo Quimica e Atividade Antioxidante.
Itapetinga — BA: UESB, 2012. 68p. (Dissertacdo — Mestrado em Engenharia de
Alimentos — Engenharia de Processos de Alimentos).*

Diversos estudos acerca das caracteristicas dos residuos agroindustriais brasileiros tém
sido realizados com a perspectiva de que estes sejam adequadamente reaproveitados.
Nesse contexto, objetivou-se no presente trabalho realizar a prospeccdo quimica e
avaliar a atividade antioxidante do farelo de cacau in natura e fermentado com o
Penicillium roqueforti. Realizou-se fermentacdo em estado sélido utilizando uma cepa
do fungo filamentoso Penicillium roqueforti e como meio de cultivo o farelo de cacau
in natura e o farelo restante apds extracdo aquosa e hidroalcodlica. Foram também
preparados, extratos aquosos e hidroalcodlicos do farelo in natura e dos fermentados.
Foram realizadas analises para avaliacdo qualitativa de alguns metabolitos secundarios,
a quantificacdo de flavonoides e a avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos
FRAP e DPPH. Foram quantificados carotenoides totais, antocianinas e flavonais totais,
compostos fendlicos e acidos graxos. Os resultados evidenciaram que o0s extratos e 0s
farelos avaliados apresentaram teores significativos de antocianinas, flavonais,
compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides, além de eficiente atividade
antioxidante e uma composicdo interessante de &cidos graxos. Os extratos obtidos dos
farelos fermentados com o Penicillium roqueforti demonstraram a presenca de
saponinas, ndo encontradas nos extratos in natura. O perfil de &cidos graxos do farelo
foi modificado apés a fermentagdo, revelando um aumento dos &cidos graxos
insaturados. Os resultados indicam uma potencialidade de reaproveitamento do residuo

estudado, bem como sua fermentacédo pelo P. roqueforti.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial, Fermentacdo em Estado Solido, Compostos
Fendlicos, Metabdlitos Secundarios.

*Qrientadora: Profd. Dra. Alexilda Oliveira de Souza, UESB e Co-orientadora: Profé. Dra.
Simone Andrade Gualberto, UESB.



ABSTRACT

LESSA, O. A. Study of Cocoa Meal Fermentation by Penicillium roqueforti and
Evaluation of Chemical Composition and Antioxidant Activity. Itapetinga — BA:
UESB, 2012. 68p. (Master’s Thesis, Food Engineering — Food Engineering Processes).*

A number of studies regarding the characteristics of Brazilian agroindustrial residues
have been conducted with the perspective that they can be adequately reused. In this
context, the objective of the present work was to perform the chemical prospection and
to evaluate the antioxidant activity of unprocessed cocoa meal fermented with
Penicillium roqueforti. We performed solid-state fermentation with a strain of the
filamentous fungus Penicillium roqueforti and unprocessed cocoa meal as cultivation
medium, and the remainder meal after aqueous and hydroalcoholic extraction. Aqueous
and hydroalcoholic extracts of the unprocessed and the fermented meals were also
prepared. We performed analyses for the qualitative evaluation of some secondary
metabolites, the quantification of flavonoids and for antioxidant activity using methods
FRAP and DPPH. We quantified total carotenoids, anthocianins and total flavonols,
phenolic compounds and fatty acids. The results evidenced that the extracts and meals
evaluated had significant levels of anthocianins, flavonols, phenolic compounds,
flavonoids and carotenoids, as well as an efficient antioxidant activity and an interesting
fatty acid composition. The extracts obtained from meals fermented with Penicillium
roqueforti showed the presence of saponins, which were not found in unprocessed
extracts. The meal’s fatty acid profile changed after fermentation, revealing an increase
in unsaturated fatty acids. The results indicate potential for reuse of the residue

researched, as well as its fermentation by P. roqueforti.

Keywords: Agroindustrial residue, solid-state fermentation, phenolic compounds,
secondary metabolites.

*Thesis advisor: Alexilda Oliveira de Souza, D.Sc, UESB; Co-Advisor: Simone Andrade
Gualberto, D.Sc, UESB.
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INTRODUCAO

O cacau € um fruto muito popular, pois a partir de suas sementes é obtido um
dos alimentos mais conhecidos e apreciados no mundo: o chocolate. No processamento
do chocolate, bem como de outros derivados do cacau, é gerado um residuo
denominado farelo de cacau, também conhecido como casca ou testa da semente do
cacau.

Esse residuo tem sido estudado para uso na alimentagdo animal, porém sem
grandes sucessos, devido a presenca de fatores antinutricionais, como a teobromina. A
falta de estudos indicando sua possivel aplicacdo tem feito com que o farelo de cacau
seja descartado ou utilizado como combustivel nas caldeiras das industrias
processadoras de cacau.

Uma crescente atencdo tem sido dada aos residuos agroindustriais na atualidade,
principalmente aos residuos soélidos. Eles costumam ocupar muito espaco quando
descartados, 0 que causa grandes impactos ao meio ambiente, exigindo que mais
estudos sejam realizados, buscando formas que garantam seu reaproveitamento.

Nesse contexto, a fermentacdo em estado solido desempenha um papel de
destaque no reaproveitamento de residuos sélidos, pois, em virtude do crescimento
microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, muitos dos quais apresentam
grande interesse para o segmento industrial, além de elevado valor agregado.

Nessa técnica, diferentes tipos de micro-organismos, como bactérias, leveduras e
fungos filamentosos podem crescer em substratos solidos, biotransformando-os em
produtos desejados por diversas industrias, para aplicacdo farmacologica, alimenticia,

dentre outras.
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O fungo filamentoso Penicillium roqueforti é utilizado na industria de alimentos,
na producdo do queijo roquefort, e sua agdo lipolitica é responsavel pelo sabor do
queijo, através da producdo de compostos aromaticos. Tendo em vista a importancia
deste micro-organismo para a area de alimentos e a ndo formacéao de substancias toxicas
ao organismo humano durante seu desenvolvimento, ele foi selecionado para aplicagédo
no farelo de cacau.

A partir de compostos formados pelo crescimento de micro-organismos €
possivel isolar substancias capazes de proporcionar efeitos benéficos a saude. Esses
compostos estdo presentes em alimentos e plantas e sdo denominados metabdlitos
secundarios.

Dentre os beneficios que os metabdlitos secundarios podem oferecer destaca-se
a atividade antioxidante. Varios sdo 0s compostos que apresentam essa propriedade,
sendo capazes de ajudar a combater ou inibir o processo oxidativo sofrido pelas células
do organismo, o que € responsavel pelo envelhecimento, desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e cancer. Esse efeito protetor atribuido aos antioxidantes naturais é
produzido principalmente por um conjunto de metabdlitos secundarios conhecidos
como compostos fendlicos.

Nesse contexto, objetivou-se no presente trabalho, realizar a prospec¢do quimica
e avaliar a atividade antioxidante do farelo de cacau in natura e fermentado com
Penicillium roqueforti, com a perspectiva de identificar e quantificar metabolitos com

atividade antioxidante, com potencial para aplicacdo nutricional e tecnoldgica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Realizar a prospec¢do quimica e avaliar a atividade antioxidante do farelo de

cacau in natura e fermentado com Penicillium roqueforti.

2.2. Objetivos Especificos:

e Obter os extratos aquosos e hidroalcodlicos do farelo de cacau in natura;

e Realizar a Fermentacdo em Estado Solido (FES) com o fungo Penicillium
roqueforti dos residuos resultantes da extracdo aquosa e hidroalcodlica do farelo
in natura;

e Realizar a Fermentacdo em Estado Solido (FES) com o fungo Penicillium
roqueforti do farelo in natura;

e Preparar os extratos aquosos e hidroalcodlicos dos farelos fermentados;

e ldentificar qualitativamente a presenca de alguns metabdlitos secundarios nos
extratos;

e Quantificar os flavonoides presentes nos extratos;

e Quantificar a atividade antioxidante dos extratos obtidos;

e Quantificar os compostos fendlicos, antocianinas totais, flavonois totais e
carotenoides totais nos farelos fermentados e in natura;

e Determinar a composi¢do de &cidos graxos no farelo in natura e nos farelos
fermentados;

e Avaliar o reaproveitamento do farelo de cacau.

15



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O Cacau

O cacaueiro € originario de regibes de florestas pluviais da América Tropical,
onde até hoje é encontrado em estado silvestre, desde o Peru até o México. E
pertencente ao género Theobroma, familia das Esterculidceas. Foi citado pela primeira
vez na literatura boténica por Charles de Ecluse, que o descreveu sob o nome de Cacgéo
fructus. Em 1737, foi descrito como Theobroma fructus por Linneu, que em 1753
prop6s 0 nome Theobroma cacao, que permanece até hoje (BARROCO E MORORO,
1989).

O fruto do cacaueiro é chamado de cacau (Figura 1). A origem do nome
“cacau” é nobre, remonta a uma lenda asteca, em que Quatzalcault, deus da agricultura

asteca, ensinou seu povo a cultivar e aproveitar o cacaueiro. Em latim significa manjar

dos deuses.

Figura 1. Frutos do cacaueiro (Fonte: marscacau.com.br)

As primeiras mudas de cacau foram plantadas no Brasil no Estado da Bahia, no
século XVIII e, por cento e cinquenta anos deram muita riqueza e poder aos ditos

“coronéis” da regido, transformando o pais no maior produtor e exportador de cacau do
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mundo. Hoje em dia, o0 cacau continua sendo cultivado, porém, devido a pragas, baixo
preco no mercado internacional, falta de investimentos e concorréncia com outros
paises, j& ndo ocupa tal posicdo de destaque no mercado (PEREIRA, 2012).

No Estado da Bahia, a produgdo cacaueira constitui uma importante atividade
agricola brasileira, uma vez que é responsavel pela produgdo de aproximadamente 130
mil toneladas de cacau por ano, representando cerca de 82,3% do cacau produzido no
pais, vindo, em seguida, os estados do Para, com 12,8% e Rondbnia, com 3,5%
(CEPLAC, 2001). Ainda segundo a CEPLAC, a producéo anual de cacau em améndoa
no Brasil é de 163,8 mil toneladas e a Bahia é responsavel pela maior parte da producéo
(CEPLAC, 2003).

Segundo Zugaib et al. (2004), as principais empresas moageiras em 2003,
situadas no Brasil, sdo a Cargill com 33%, a AdmCocoa (Joanes) com 23%, a Barry
Callebaut com 22%, a Nestlé com 13% e a Indeca com 9%, sendo que 95% das

empresas estdo situadas na Bahia (Figura 2). Atualmente esses dados inalterados.

Indistrias Moageiras de Cacau no Brasil - 2003

||:|F_lHHR‘rr mCARGIL OMESTLE OJOANES IINDECAl

Figura 2. Industrias moageiras de cacau no Brasil (ZUGAIB et al., 2004)

A porcdo aproveitavel de subprodutos e residuos do cacau € bastante expressiva,

pois menos de 8% do peso do fruto do cacaueiro, em estado normal de maturacédo, é
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usado pela industria beneficiadora. Em geral, um fruto com peso médio de 500 g, é
constituido de 80% de casca e 20% de semente, na qual estdo presentes o grdo seco
(10%), a améndoa (8%), a testa (1,5%) e outros constituintes (0,5%) (FREIRE et al.,

1990).

3.2. Farelo de Cacau

O fruto do cacau apresenta um pericarpo carnoso composto de trés partes
distintas: o epicarpo que € carnoso e espesso, cujo extrato epidérmico exterior pode
estar pigmentado; o mesocarpo, que é delgado e duro, mais ou menos lignificado e o
endocarpo, que é carnoso, mais ou menos espesso (ZUGAIB et al., 2004). Esse
mesocarpo corresponde a casca da semente que apds torrada na inddstria é denominada

farelo de cacau (Figura 3).

Figura 3. Farelo de cacau na saca. (Fonte:

O-‘Autor)

O farelo de cacau é um residuo do processamento do grdo do cacau para
fabricacdo do chocolate e outros produtos (Figura 4).

As améndoas chegam as industrias fermentadas e secas. Apos selecdo, seguem
para a torrefacdo, onde sdo expostas a temperatura em torno de 150°C, até que a

umidade atinja cerca de 2%. Os grdos seguem para 0 descasque, pois se tornam
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quebradicos, facilitando a separacdo do nibs (améndoa sem a casca) e da casca. Nesse

processo, a diferenca de densidade entre a casca e o nibs faz com que sopradores de ar

suguem as cascas para a area destinada a residuos e o0s nibs seguem para as demais fases

do processamento.

Recepcao dos frutos

!

Abertura dos frutos e remocao
das sementes com polpa

;

Homogeneizagao das
sementes com polpa

'

Fermentacao (por 3 ou 7 dias)

P

Secagem natural

S

Secagem artificial

!

Quebra das améndoas e
obtencao dos nibs

Remocdo da testa
e do gérmen

!

Torracao dos nibs de cacau
(38 minutos/150 °C)

v

Moabem e refino dos nibs

:

Obtencao dos liguors de cacau

Figura 4. Fluxograma geral do processamento das sementes de cacau até obtencéo dos liquors.

(Fonte: EFRAIM et al., 2010)

Segundo Belitz e Gosch (1988), na etapa de tostagem, os compostos fendlicos,

como 0s taninos presentes nos grdos sdo oxidados e é eliminado, também, o acido

acético formado durante a fermentagdo, ésteres e outras substancias aromaticas nao
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desejaveis, além de ovos de eventuais parasitas. Apds o tratamento térmico, 0 aroma e a
cor dos gréos séo reforgados.

Além da tostagem, outro processo pode ser usado para separar a casca do gréo,
que consiste em lava-los apds secagem ao ar e, em seguida, submeté-los a vapor em
equipamento apropriado. Dessa maneira, 0 gréo incha e a casca se solta. Este processo
produz um farelo com 16% de proteina bruta, 2,5% de extrato etéreo, 17% de fibra
bruta, 8% de matéria mineral e teor méximo de 1,5% de teobromina (CARGILL, 1999).

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados da composi¢do quimico-bromatoldgica

do farelo de cacau determinados por Carvalho et al. (2008).

Tabela 1. Composi¢do quimico-bromatoldgica do farelo de cacau

Item % no farelo
de cacau

Matéria Seca 89,8
Matéria Organica’ ° 92,6
Proteina Bruta'”® 13,5
Extrato Etéreo’” 9,9
Fibra em Detergente Neutro'” 48,5
Fibra em Detergente Neutro Isenta de Fibras e Proteinas'” 43,6
Fibra em Detergente Acido’” 40,0
Cinzas™” 7,4
Lignina'”® 17,9
Celulose™™ 23,1
Hemicelulose'” 8,5
Nitrogénio Insoltvel em Detergente Neutro'” 1,1
Nitrogénio InsolGvel em Detergente Acido’” 1,0
Nitrogénio Insoltvel em Detergente Neutro®” 50,5
Nitrogénio InsolGvel em Detergente Acido®” 47,7
Carboidratos Totais'” 69,2
Carboidratos N&o Fibrosos'” 25,7
Digestibilidade in vitro da Matéria Seca™” 47,0

1% da MS; 2 % do NT.
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Sodré (2010) calcula que, uma tonelada de améndoa com 7% de umidade, pode
gerar de 80 a 120 kg desse residuo ap6s o processamento. E que, no Estado da Bahia,
onde estdo instaladas cinco indlstrias de moagem, sdo gerados por ano
aproximadamente 10.000 t do farelo de cacau.

Segundo Silva Neto (2001), a casca do gréo obtida apds o processo de torrefacéo
na industria, pode ser usada no preparo de cha, extracdo de pectina e teobromina, como
racdo animal, adubo orgénico e fonte de energia, através de sua combustdo em

geradores de calor como fornalhas e caldeiras.

3.3. Residuos Agroindustriais

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), segundo Valle (2002) define residuos
como “algo que seu proprietario ndo mais deseja, em um dado momento e em
determinado local, e que nao tem valor de mercado”.

Os residuos sélidos de agroindustrias sdo constituidos por restos de alimentos,
fibras ou madeira. Eles incluem os produzidos por usinas sucro-alcooleiras, matadouros
e industrias do processamento de carnes (visceras e carcaca de animais), frutas e
hortalicas (bagaco, tortas, refugo e restos), industria da celulose e papel (residuos da
madeira, lodo do processo de producdo e do tratamento de aguas residudrias), curtume
(aparas de couro e lodo do processo e tratamento de aguas residuarias), etc.

Segundo Valle (2002) “a polui¢do industrial ¢ uma forma de desperdicio € um
indicio de ineficiéncia dos processos produtivos utilizados. Residuos industriais
representam, na maioria dos casos, perda de matéria prima e insumos”.

O aumento na producéo desses residuos vem provocando impactos ambientais,

pois sua taxa de geracao é muito maior que sua taxa de degradacdo. Dessa forma, é cada
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vez mais urgente a necessidade de reduzir, reciclar, ou reaproveitar os residuos gerados
pelo homem, com o objetivo de recuperar matéria e energia, de preservar 0S recursos

naturais e evitar a degradacao do meio ambiente (STRAUS E MENEZES, 1993).

3.4. Fermentagdo em Estado Soélido

O termo fermentagdo em estado solido, ou fermentagdo semi-sélida, ou
fermentagdo em meio semi-solido aplica-se ao processo de crescimento de micro-
organismo sobre substratos soélidos sem a presenca de agua livre. A &gua presente
nesses sistemas encontra-se ligada a fase solida, formando uma fina camada na
superficie das particulas (RAIMBAULT, 1998).

Pinto et al. (2005), afirmam que a bioconversdo dos residuos agricolas e das
indUstrias de alimentos esta recebendo crescente atengdo, uma vez que, essas matérias
residuais representam recursos possiveis e utilizaveis para a sintese de produtos Uteis.
Nesse contexto, a fermentacdo em estado solido (FES) desempenha um papel de
destaque no aproveitamento de residuos sélidos, pois, em virtude do crescimento
microbiano, ocorre a sintese de diversos compostos, dos quais muitos apresentam
grande interesse para segmentos industriais, além de elevado valor agregado.

Considerando-se o grande potencial do Brasil para a producdo agricola, ha uma
grande geracdo de residuos ou subprodutos agroindustriais. Nesse sentido, a
fermentacdo em estado sélido se apresenta como uma tecnologia capaz de propor
caminhos alternativos para os residuos gerados, diminuindo possiveis problemas
ambientais, bem como, de agregar valor a essas matérias-primas, por meio da produgéo

de substancias de interesse econdmico, como enzimas, hormonios, acidos organicos,

22



aromas, pigmentos e agentes de controle bioldgico de pragas, entre outros e, com isso,
contribuir para uma maior diversificacdo do agronegocio nacional.

Todos os processos de FES compreendem essencialmente as mesmas operagoes
unitérias (Figura 5). Em todos os casos se requer uma selecéo cuidadosa das matérias-
primas a utilizar, um ou varios tratamentos prévios do substrato (ZADRAZIL E
PUNIA, 1995), a preparacdo de um inoculo especifico, a fermentacdo propriamente
dita, o controle da mesma, a separacdo e, em alguns casos, a purificagcdo exaustiva dos

produtos que se deseja (SANTOS et al., 2006).

Tratamento do
Substrato - Substrato Indculo

-

Agua Ajuste de
urmidade

-

“Aapoar - Esterilizacio e e e menaennme ..

-

Incubacio —
Fermentagdo A dmido

-

Separagio e
Produto ‘ purificagdo do
produto

Figura 5. Etapas da Fermentacdo em Estado Solido. (Fonte: SANTOS et al., 2006)

Em escala comercial, uma das principais aplicacbes da FES é a producdo de
acido citrico a partir de farelo de trigo. Esse processo, conhecido por “Koji”, representa

um quinto de todo o citrato produzido anualmente no Japdo (PANDEYet al., 2001) .
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Aidoo et al. (1982), afirmam que diferentes tipos de micro-organismos como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem crescer em substratos sélidos.

Contudo, séo os fungos filamentosos os mais adaptaveis a esse tipo de processo.

3.5. Fungos Filamentosos

Sdo fungos que formam filamentos chamados hifas, também conhecidos como
bolores e mofos, amplamente distribuidos na natureza e encontrados em solo, em
superficie de vegetais, nos animais, no ar e na agua. As hifas formam micélios
responsaveis pela fixagdo do fungo ao alimento e pela sua reproducéo, inclusive por
meio de producdo de esporos. Os micélios sdao também responsaveis pela coloragdo
(juntamente com o0s esporos) e pelo aspecto caracteristico das col6nias: cotonosa
(semelhante a algodao), secas, umidas, compactas, aveludadas ou gelatinosas (GAVA et
al., 2008).

Os fungos filamentosos tém diversas aplicagdes, como por exemplo a

producdo de:

v" Antibi6ticos: penicilina (Penicillium notatum e P. chrysogenum);

v" Progesterona e acido citrico (Aspergillus niger);

v' Esteroides (Fusarium sp.);

v Exopolissacarideos com potencial terapéutico;

v Aromatizadores de alimentos (sopas e cremes);

v Maturacdo de queijos do tipo roquefort e camembert (Penicillium);

v Saqué (Aspergillus oryzae);

v" Enzimas (amilases, celulases, pectinases, lipases, etc.);
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v' Champignon (Agaricus) e Fungi (Pleurotus) - quando cultivados em meio
sélido.

Gava et al.(2008), explicam que para o seu desenvolvimento, na sua grande
maioria, 0s fungos sdo aerdbios, o que limita seu crescimento a superficies em contato
com o ar. Adaptam-se muito bem a ambientes acidos. Com relacdo a temperatura,
preferem ambientes na faixa de 20 a 30°C, embora um grande numero de fungos se
desenvolvam em temperatura de refrigeragdo. De modo geral, ndo se adaptam a
temperaturas mais elevadas e séo capazes de se desenvolver em ambientes com baixa
disponibilidade de &gua.

O género Penicillium é muito conhecido por produzir transformagdo em
produtos de origem vegetal. No inicio tomam um aspecto semelhante ao algodao
(branco) e, depois de desenvolvidos, os esporos apresentam-se com um aspecto
pulverulento, de cores variadas (azul, castanho, esverdeado), conforme a cor do esporo e
a idade (GAVA, 1984).

Varias espécies diferentes de Penicillium sdo usadas na fabricacdo de queijos,
seja injetando-se a cultura de fungos no queijo (maturacdo interna do queijo), seja
envolvendo-o com fungos (maturacdo da superficie do queijo). Os fungos ddo um bom
sabor ao queijo e um “aveludado” macio a sua casca. Entre as espécies mais usadas
estdo P. camemberti, para o queijo camembert; P. glaucum, para gorgonzola; P.
candidum para o brie, o coulommiers e varios queijos franceses de leite de cabra, e 0 P.
roqueforti para o queijo roquefort, o dinamarqués azul e o stilton (WOLKE, 2005).
Esses micro-organismos produzem metabdlitos que d@o gosto e cheiro aos queijos ou
formam gases para criar 0s buracos caracteristicos (RAW et al., 2001).

O Penicillium roqueforti (Figura 6) € um fungo saprofito, que pode ser isolado

do solo, degradando substancias orgénicas e partes vegetais. A principal utilizagdo
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industrial deste fungo é a producdo de queijos azuis, antifingicos, polissacarideos,

proteases e outras enzimas (SOUSA et al., 2010).

. iy . b o & >
Figura 6. Penicillium roqueforti visto em microscopio eletrénico, colorido

artificialmente. (Fonte: sobiologia.com.br)

Teuber e Engel (1983), afirmam que varios dos metabdlitos secundarios isolados
de P. roqueforti sdo toxicos, mas, ao que parece, eles representam um baixo risco para a
salde publica, ja que o0s queijos azuis sdo ingeridos diariamente em grandes

quantidades.

3.6. Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagéo,
através de um ou mais mecanismos, tais como inibicao de radicais livres e complexacao
de metais (PIETTA, 2000).

A importancia de compostos naturais com capacidade antioxidante para a
medicina preventiva vem sendo amplamente reconhecida nos dltimos anos. Acredita-se

que alguns tipos de cancer, doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, bem como
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diabetes e doencas reumaéticas sejam causadas ou aceleradas por estresse oxidativo
(WEISBURGER e WILLIAMS, 2000).

Segundo Coultate (2002), os antioxidantes sdo substancias utilizadas como
aditivos alimentares para retardar as reagdes oxidativas. Alguns antioxidantes vindos da
indUstria quimica sdo produtos totalmente sintéticos, porém, os naturais sdo cada vez
mais apreciados, tanto pelos consumidores quanto pela industria de alimentos,
apresentando-se como uma alternativa mais saudavel.

Os métodos de deteccdo da atividade antioxidante podem ser baseados na
captura do radical peroxila (ORAC, TRAP), poder de reducdo de metais (FRAP;
CUPRAC), captura do radical hidroxila (método de desoxirribose), captura de radicais
organicos (ABTS, DPPH), quantificacdo de produtos formados durante a peroxidagéo
de lipidios (TBARS, oxidacdo do LDL, co-oxidacdo do caroteno) (FRANKEL e

MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002; ARUOMA, 2003), e outros.

3.6.1. Método DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um radical livre estavel, de coloragéo
violeta, que aceita um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula estavel, sendo
reduzido na presenca de antioxidantes e adquirindo a coloragcdo amarela (Figura 7). Na
forma de radical, o DPPH possui uma absorbancia caracteristica a 517 nm, que
desaparece a medida que ele vai sendo reduzido pelo hidrogénio doado por um

composto antioxidante (MENSOR et al., 2001).
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Figura 7. Estrutura quimica do DPPH e reacdo de estabilizacdo com um antioxidante. Fonte:
Moon e Shibamoto (2009).

Prior et al. (2005), relatam alguns inconvenientes desse método: a absorbancia a
517 nm pode interferir com a de outros compostos, como 0s carotenoides, com o qual
sobrestimaria 0 DPPH restante e, portanto, a atividade antioxidante da amostra; pode

ocorrer um impedimento estérico nas moléculas com elevado peso molecular.

3.6.2. FRAP (Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro)

Pulido et al. (2000), consideram o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) uma alternativa desenvolvida para determinar a reducdo do ferro em fluidos
bioldgicos e solucBes aquosas de compostos puros. O método pode ser aplicado nao
somente aos estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, mas,
também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com resultados
comparaveis aqueles obtidos com outras metodologias mais complexas.

Este método esta baseado na capacidade de um antioxidante em reduzir Fe* a
Fe*?, na presenca de 2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ), em condic¢des acidas. A
reducdo é acompanhada pela formacéo de um complexo de cor azul intenso com o Fe*?

(Figura 8).
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Figura 8. Reducdo do TPTZ com Fe*?. (Fonte: RUFINO et al., 2006)

Algumas criticas também sdo feitas a este método, como: alguns compostos
como o acido ascorbico, alem de reduzir o ion férrico a ferroso, podem reagir com este
ultimo formando novos radicais livres (PRIOR e CAO, 1999); o pH néo fisioldgico
(PRIOR e CAO, 1999; PULIDO et al., 2000); o comprimento de onda de 593 nm, onde
podem absorver outros compostos, como a bilirrubina oxidada, que produz biliverdina,

aumentando o valor do FRAP (PRIOR e CAO, 1999; OU, 2002).

3.7. Metabdlitos Secundarios

Uma das caracteristicas dos seres vivos € a presenca de atividade metabdlica. O
metabolismo € o conjunto de rea¢fes quimicas que ocorrem no interior das células. No
caso das células vegetais, 0 metabolismo costuma ser dividido em primario e secundario
(VAINSTEIN et al., 2001).

Entende-se por metabolismo primério, o conjunto de processos metabdlicos que
desempenham uma funcéo essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiracéo e
0 transporte de solutos. Os compostos envolvidos no metabolismo primario possuem
uma distribuicdo universal nas plantas. Esse € o caso dos amino&cidos, dos
nucleotideos, dos lipidios, carboidratos e da clorofila. Em contrapartida, o metabolismo
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secundario origina compostos que ndo possuem uma distribuigcdo universal, pois ndo sao
necessarios para todas as plantas (PERES, 2012).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos
fendlicos e alcaloides. Os terpenos sdo produzidos a partir do &cido mevaldnico (no
citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos fenélicos
sdo derivados do éacido chiquimico ou acido mevaldnico. Por fim, os alcaloides s&o
derivados de aminoacidos aromaéticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do
acido chiquimico e, também, de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) (VIZZOTTO et
al., 2010). A Figura 9 mostra as principais vias de produgdo dos metabdlitos

secundarios.
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Figura 9. Biossintese dos principais metabdlitos secundarios de plantas. (Fonte: TAIZ e
ZEIGER,1998)
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Existe uma quantidade enorme de metabdlitos secundarios e eles podem ser

toxicos ou benéficos a saude humana. Abaixo, sdo apresentados alguns metabdlitos e

seus respectivos beneficios:

Flavonoides: Substancias fenolicas de ampla distribuicdo no reino
vegetal. Ocorrem de forma livre (agliconas) ou ligadas a agUcares
(glicosideos). Um crescente nimero de estudos tem evidenciado diversos
efeitos benéficos a salde proporcionados pelos flavonoides, na
prevencdo e atenuagdo do risco de desenvolvimento de determinadas
doencas, especialmente em relacdo a salde cardiovascular (SANBONGI
et al., 1998; WOLLGAST e ANKLAN, 2000; MAO et al., 2000; REIN
et al., 2000; STEINBERG et al., 2003; VINSON et al., 2006); prevencao
de cénceres (WEISBURGER e WILLIAMS, 2000); atividade anti-
inflamatdria (SIES et al., 2005); e melhoria das funcdes endoteliais e das
funcBes vasculares (GRASSI et al., 2005; HEISS et al., 2007). Grande
parte dos beneficios a saude promovidos pelo consumo de derivados do
cacau é causada pelas proantocianidinas (WOLLGAST e ANKLAM,

2000; STEINBERG et al., 2003).

Flavonais: Os flavonois sdo importantes por atuarem na co-pigmentacédo
das antocianinas e sdo pigmentos de cor amarela clara, encontrados em
frutas, hortalicas, folhas e flores (BOBBIO e BOBBIO, 1995). Segundo
Pimentel et al. (2005), a atividade anticarcinogénica dos fenolicos tem
sido relacionada a inibicdo dos canceres de cdélon, eséfago, pulméo,
figado, mama e pele. Os compostos fenolicos que possuem este potencial

sdo o resveratrol, a quercetina, o &cido caféico e os flavondis.
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Mucilagens: S&o polissacarideos (condensacdo de acguUcares mais
simples) que em contato com a agua incham formando um composto
viscoso. As mucilagens agem protegendo as mucosas contra compostos
irritantes, atenuando inflamagdes, bem como reguladoras da atividade
digestiva em pequenas doses, em doses maiores tornam-se laxativas

(BEVILAQUA et al., 2007).

Antocianinas: As antocianinas sdo 0s componentes de muitas frutas
vermelhas e hortalicas escuras, apresentando grande concentracdo nas
cascas de uvas escuras (DOWNHAM et al., 2000). Desempenham papel
importante na prevencao ou inibi¢do do aparecimento de varias doencas,
por suas propriedades antioxidantes (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002;

KUSKOSKI et al., 2004; DOWNHAM et al., 2000) .

Saponinas: Sao glicosideos com propriedade de formar espuma
abundante em presenca de agua (de onde provem seu nome, indicando
propriedades iguais as do sabdo). Com atividades fungicidas e
antibidticas, ou anti-inflamatdrias e antiulcerosas (BEVILAQUA et al.,

2007).

Carotenoides: Nas industrias de alimentos, o0s carotenoides sdo
utilizados principalmente como corantes, com o objetivo de repor a cor
perdida durante o processamento e armazenamento, colorir os alimentos

incolores e uniformizar a coloracdo de alguns produtos alimenticios.
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Com o crescente interesse pela salude, os carotenoides também tém sido
adicionados aos alimentos, devido as suas atividades bioldgicas
(anticarcinogénica, imunomoduladora, antioxidante, pré-vitamina A), a
fim de enriquecer o produto alimentar (SIMPSON et al., 1971). Além
disso, sdo também precursores de muitos compostos quimicos
importantes, responsaveis pelo aroma de alguns alimentos, fragrancias de
algumas flores, coloracdo especifica e fotoprotecdo (SANCHEZ-

CONTRERAS et al., 2000).

Glicosideos: Substancias que por aquecimento em meio acido, ou por
acdo de enzimas, liberam um ou mais agucares e outro componente
denominado aglicona. Os mesmos sdo de ocorréncia frequente em
plantas e sdo agrupados de acordo com a estrutura das agliconas.
Glicosideos cardiotonicos - aumentam a capacidade de contracdo do
coracdo, cardiotoxicos e cardioativos. Glicosideos cianogénicos - de alta

toxicidade e que liberam &cido cianidrico (BEVILAQUA et al., 2007).

Alcaloides: Sdo substancias nitrogenadas de reacdo alcalina (de onde
vem 0 nome), com um ou mais atomos de carbono, normalmente em
estrutura ciclica. Apresentam atividades farmacoldgicas marcantes e
muito diversificadas. Podem acarretar distirbios neuropsiquicos, como
exemplo a hioscinamina, escopolamina, atropina. Esta Gltima é usada no
tratamento de envenenamento com agrotoxicos fosfatados e carbamatos

(BEVILAQUA et al., 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de Execucéo do Projeto

O projeto foi executado no Nucleo de Pesquisa em Quimica Aplicada

(NUPESQ), Laboratério de Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais (LABRA),

Nucleo de Estudos em Ciéncia de Alimentos (NECAL) e Centro de Estudos e Analises

Cromatogréficas (CEACROM), todos da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia —

UESB.

4.2. Obtencdo da Matéria-prima

O farelo de cacau, cerca de seis quilos, foi doado por uma empresa processadora

de cacau instalada na cidade de llhéus, regido Sul da Bahia.

4.3. Preparo da Amostra

O farelo de cacau foi submetido a um processo de trituragdo (Figura 10) em

moinho de facas e separacdo granulométrica com uso de peneira.

Figura 10. Farelo de cacau depois de moido. (Fonte: O Autor)
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O fluxograma ilustrado na Figura 11 descreve o procedimento utilizado para a

obtencgéo das amostras.

Farelo de Cacau Obtido

|

Trituragcdo e Peneiramento

|

Farelo de Cacau in natura

FES
Farelo de Cacau innatura | > | Fermentado | Extracdo
moido
Extracao
ReSidUO Residuo

Hidroalcodlico AQuOSO

FES FES
Fermentado Il Fermentado Il

Extracao Extracao

Residuo
Aquoso

Residuo
Hidroalcodlico

Legenda das Anélises:

D Compostos Fendlicos, Antocianinas e Flavondis Totais, Carotenoides e Perfil de Acidos Graxos.

- Prospeccao Quimica, Flavonoides Totais, FRAP, DPPH.

Figura 11. Fluxograma ilustrativo do procedimento experimental
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4.4. Fermentagdo em Estado Solido (FES)

Para a FES utilizou-se o farelo in natura, obtendo-se o Fermentado I.

Os residuos resultantes da extracdo hidroalcoodlica e aquosa do farelo in natura
foram secos, separadamente, em estufa de circulacdo de ar a 60°C durante 24 h e
também foram submetidos a FES, obtendo-se o Fermentado Il e Fermentado IlI,

respectivamente.

4.4.1. Micro-organismo

Foi utilizada uma cepa do fungo filamentoso Penicillium roqueforti proveniente
da colecdo de cultura do Laboratério de Reaproveitamento de Residuos Agroindustriais

(LABRA) da UESB Campus de Itapetinga.

4.4.2. Preparo do Indculo

A obtencdo do inéculo para a FES foi realizada através da propagacdo dos
esporos da cepa de Penicillium roqueforti a 25°C por 7 dias em meio composto de agar-
agar e PDA (Potato Dextrose Agar) na propor¢do 1:1.

Os esporos foram raspados, suspensos em tampéao fosfato de sodio (50 mM, pH
7) e contados em camara de Neubauer, conforme o método descrito por Rosa (2002). A

concentracdo de esporos utilizada como inéculo foi de 10° esporos/20g de meio sélido.
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4.4.3. Fermentacao

Foram utilizados erlenmeyers de 250 mL como biorreatores e 20 g de farelo de
cacau como meio de cultivo. Estes foram autoclavados junto com agua destilada e todo
material utilizado para a inoculacdo, a 1,0 atm por 15 minutos e, ap6s o resfriamento,
inoculou-se 1,0 mL da suspensdo de esporos e 1,87 mL de &gua destilada para ajustar a
umidade do meio para 50% com o auxilio de um infravermelho. Em seguida, as

fermentacdes foram conduzidas em estufa a temperatura de 25°C durante 7 dias.

4.5. Obtencéo dos Extratos

4.5.1. Extratos Aquoso e Hidroalcodlico do Farelo in natura

Os extratos foram obtidos a frio, através da agitacdo de 40 g do farelo de cacau
in natura com &gua deionizada e solucdo hidroetandlica a 80%, separadamente, por 1
hora, ambos na proporcdo 1:7 de farelo:solvente. Os extratos obtidos foram
denominados: Extrato Aquoso in natura e Extrato Hidroalcodlico in natura,
respectivamente. Ambos foram acondicionados em frascos ambar sob refrigeracao até a

realizacdo das analises.

4.5.2. Extratos Aquoso e Hidroalcoodlico dos Farelos Fermentados Il e 111

Os residuos soélidos resultantes da obtencdo dos extratos anteriores foram secos
em estufa de circulacdo de ar a 60°C e, posteriormente, fermentados utilizando a

metodologia descrita no item 4.3.3. Os farelos obtidos foram denominados,
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respectivamente, de Fermentado Il (obtido do residuo hidroalcodlico) e Fermentado 11
(obtido do residuo aquoso). Em seguida, ambos foram extraidos a frio, com solugdo
hidroetanolica a 80% e &gua deionizada, conforme descrito anteriormente no item
4.5.1., para obtengdo dos extratos denominados: Extrato Hidroalcodlico Fermentado Il e
Extrato Aquoso Fermentado Ill, respectivamente. Todos os extratos foram

acondicionados em frascos &mbar sob refrigeracao até a realizacdo das anélises.

4.5.3. Extratos Aquoso e Hidroalcodlico do Farelo Fermentado |

O farelo de cacau in natura foi fermentado de acordo com a metodologia
descrita no item 4.3.3, para obtencdo do Fermentado I. Posteriormente, o farelo
Fermentado | foi extraido a frio, com &gua deionizada e solucdo hidroetandlica a 80%,
conforme descrito anteriormente no item 4.5.1. Os extratos obtidos foram denominados
Extrato Aquoso Fermentado | e Extrato Hidroalcodlico Fermentado I, respectivamente.
Ambos foram acondicionados em frascos ambar sob refrigeracdo até a realizacdo das

analises.

4.6. Prospeccdo Quimica: Testes Qualitativos para Determinacédo da Presenca de

Metabdélitos Secundarios

Os ensaios de identificacdo de metabolitos secundarios in vitro foram realizados
seguindo a metodologia descrita por Bessa et al (2007) e Matos (1988), com todos 0s
extrato obtidos. Com os extratos aquosos foram realizados testes para avaliar a presenca
de: heterosideos antocianicos, saponinas, gomas e mucilagens, taninos e catequinas. Ja

com os extratos hidroalcoolicos analisou-se a presenca de esteroides, triterpenoides,

38



alcaloides, cumarinas, compostos fendlicos, compostos antraquinénicos livres
(quinonas) e flavonoides. Os resultados foram avaliados visualmente e classificados em

positivo ou negativo de acordo com cada reacéo.

4.6.1. Testes para a Determinacgdo de Metabdlitos Secundarios

4.6.1.1. Testes para a Determinacdo da Presenca de Heterosideos Antocianicos

Em quatro tubos de ensaio foram adicionados 3 mL do extrato aquoso. Um
destes tubos serviu como padrdo. Os outros trés tubos restantes foram tratados da
seguinte forma: o primeiro foi alcalinizado com solugdo de NaOH a 5%, o segundo foi
acidificado com &cido cloridrico a 10% e o terceiro foi mantido a pH neutro. Para a
verificacdo do pH dos extratos contidos nos tubos de ensaio foram empregadas fitas de
pH da Merck. Foi avaliada a mudanca de coloragdo dos trés tubos. O aparecimento de
coloracdo diferente nos tubos indicou a presenca de heterosideos antocianicos nos

extratos.

4.6.1.2. Testes para a Determinacéo da Presenca de Saponosideos

O tubo de ensaio com o extrato aquoso basico (1° tubo) obtido no item anterior

foi agitado vigorosamente em vortex e deixado em repouso por cinco minutos. Foi

avaliado o aparecimento de espuma persistente e que nao se desfez nesse tempo para

considerar a reagdo positiva.
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4.6.1.3. Testes para a Determinacéo da Presenca de Gomas e Mucilagens

Foram colocados 5 mL do extrato aquoso em um tubo de ensaio e adicionado,
aos poucos, gotas de acetato de chumbo neutro, até cessar o aparecimento de
precipitado. Filtrou-se em papel de filtro e acrescentou-se 1,0 mL de acetato de chumbo

acido. O aparecimento de precipitado indicou reacao positiva.

4.6.1.4. Testes para a Determinacéo da Presenca de Taninos

Em um tubo de ensaio adicionou-se 5 mL do extrato aquoso e acrescentou-se
cinco gotas de alumen de ferro a 1%. Avaliou-se o aparecimento de precipitado escuro

ou a mudanca de coloragéo da solu¢do como resultado positivo.

4.6.1.5. Testes para a Determinacéo da Presenca de Catequinas

Umedeceu-se a madeira de um palito de fésforo com o extrato aquoso, e
posteriormente, em &cido cloridrico concentrado. Secou-se flambando ao calor de uma
chama forte. Foi avaliada a formac&o de coloragcdo na madeira. O aparecimento de cor

vermelha a castanho denotou a presenca de catequinas.

4.6.1.6. Testes para a Determinacao da Presenca de Esteroides e Triterpenoides

Foram evaporados, em banho-maria, 20 mL do extrato hidroalcoolico. O residuo
obtido foi dissolvido por trés vezes com porc¢des de 1 mL de cloroférmio, de modo a se

obter 3 mL da solucéo cloroférmica, que foi filtrada em papel de filtro. Adicionou-se a
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solucdo 2 mL de anidrido acético, agitando suavemente e, em seguida, adicionou-se trés
gotas de acido sulfarico concentrado. A ocorréncia de coloragdo castanha avermelhada

foi avaliada como indicacdo da presenca desses metabdlitos.

4.6.1.7. Testes para a Determinacéo da Presenca de Alcaloides

Foram transferidos 20 mL do extrato hidroalcodlico para um béquer de 50 mL e
evaporou-se o solvente em banho-maria, até um quinto do volume inicial. A solugéo
restante adicionou-se hidréxido de sodio 1 M até se obter pH basico. Completou-se o
volume para 20 mL com &gua deionizada. O extrato alcalino foi extraido em funil de
separagdo com trés porcdes de 20 mL de cloroférmio. Os extratos cloroférmicos foram
reunidos e, novamente extraidos em funil de separacdo com 20 mL de uma solugéo de
acido cloridrico a 2%. Foram transferidos 3 mL do extrato aquoso &cido para trés tubos
de ensaio e foram adicionadas cinco gotas dos reagentes de Bouchardat, Dragendorff e
Mayer, em cada tubo. Os tubos foram agitados em vortex e, posteriormente, deixados
em repouso por aproximadamente 1 hora. A formacdo de precipitado, pelo menos em
dois tubos, indicou a presenca de alcaloides.

O Reagente de Bouchardat (também conhecido como Reagente de Wagner) foi
preparado dissolvendo-se 1,27 g de iodo e 2 g de iodeto de potassio em 5 mL de agua
deionizada e completando-se o volume para 100,0 mL com &gua deionizada.

O reagente de Dragendorff foi preparado da seguinte forma:

Solucdo A: dissolveu-se 1,7 g de nitrato de bismuto (I11) e 20 g de acido tartarico
em 80 mL de agua deionizada.

Solucdo B: dissolveu-se 16 g de iodeto de potassio em 40 mL de agua

deionizada.
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O reagente deve ser preparado no momento de sua utilizacdo através da mistura
de partes iguais das solucdes A e B.

Para a obtencdo do Reagente de Mayer misturaram-se 1,36 g de cloreto de
mercurio e 5 g de iodeto de potassio em aproximadamente 70 mL de &gua deionizada,

completando-se o volume para 100 mL com agua deionizada.

4.6.1.8. Testes para a Determinacéo da Presenca de Compostos Fendlicos

O restante do extrato hidroalcodlico obtido no item anterior foi transferido para
um béquer e evaporado em banho-maria até a secura. Ao precipitado obtido foram
adicionados 5 mL de &gua deionizada. Tomou-se 1 mL do extrato aquoso obtido,
transferiu-se para um tubo de ensaio e acrescentou-se cinco gotas de uma solugéo de
cloreto férrico a 1%. A formacdo de precipitado e/ou a mudanca na coloracdo da

solugéo indicou reacdo positiva.

4.6.1.9. Testes para a Determinacdo da Presenca de Compostos Antragquindnicos

Livres

Aos 4 mL restantes do extrato obtido no item anterior foram adicionados 3 mL
de tolueno e 2 mL de solucdo de amdnia a 3 M. A solugéo foi agitada vigorosamente em
agitador magnético e deixada em repouso por 10 minutos. A reacdo positiva foi indicada

pelo aparecimento de coloracao rosea ou vermelha.
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4.6.1.10. Testes para a Determinacéo da Presenga de Cumarinas

Adicionou-se gotas de &cido cloridrico concentrado em 10 mL do extrato
hidroalcodlico, até se obter pH 1,0 e transferiu-se a solu¢do para um funil de separacéo,
extraindo-se por trés vezes com porcdes de 2 mL de éter de petroleo. Os extratos etéreos
foram reunidos e o volume reduzido para cerca de 2 mL em banho-maria. Algumas
gotas desta solucdo foram adicionadas em uma tira de papel de filtro, com o auxilio de
um capilar de vidro. Sobre a mancha obtida adicionou-se uma gota de solucdo de
hidréxido de sédio a 5% e observou-se sob a luz ultravioleta. A observacdo de

fluorescéncia na mancha indicou a presenga de cumarinas.

4.6.1.11. Testes para a Determinacéo da Presenca de Flavonoides

Em um tubo de ensaio foram adicionados 5 mL do extrato hidroalcodlico e 0,5
mL de &cido cloridrico concentrado e, posteriormente, adicionou-se um pedaco de fita
de magnésio. Deixou-se em repouso por quinze minutos e avaliou-se o aparecimento de
cor, variando do laranja a rosea, e o desprendimento de bolhas de ar, para caracterizar a

presenca de flavonoides.

4.7. Quantificacio de Flavonoides Totais

A quantificacdo de flavonoides nos extratos foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Woisky e Salatino (1998). Em um tubo de ensaio ambar
adicionou-se 0,5 mL do extrato (aquoso e hidroalcodlico), 1,5 mL de alcool etilico a

95%, 0,1 mL de cloreto de aluminio a 10%, 0,1 mL de acetato de potassioa 1l M e 2,8
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mL de agua deionizada. Incubou-se a mistura ao abrigo da luz e a temperatura ambiente
por 30 minutos e procedeu-se a leitura espectrofotométrica a 415 nm. Como branco
utilizou-se todos os reagentes sem a adi¢do da amostra e nas mesmas condi¢Oes. Para a
preparacdo da curva analitica linear partiu-se de uma solucéo estoque de quercetina na
concentracdo de 25 mg/mL e, a partir dela, foram preparadas diluigdes nas
concentragOes de 0,1 a 0,4 mg/mL.

A partir da curva de regresséo linear obtida foram calculadas as concentragdes
de flavonoides nos extratos. Os resultados foram expressos em mg de quercetina por

100 g de farelo de cacau.

4.8. Atividade Antioxidante pelo Método de Reducéo do Ferro (FRAP)

Para a quantificacdo da atividade antioxidante dos extratos pelo método FRAP,
adotou-se a metodologia descrita por Rufino et al. (2006). Em frascos ambar foram
preparadas trés diluicdes diferentes (10, 102, 10 mg/mL) dos extratos, em triplicata.
Em ambiente escuro, transferiram-se aliquotas de 90 pL de cada dilui¢do dos extratos
para tubos de ensaio. Acrescentaram-se 270 pL de agua deionizada e 2,7 mL do
reagente de FRAP (para obtencdo desse reagente juntou-se 25 mL de tampéo acetato 0,3
M, 2,5 mL de uma solucéo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de uma solugéo aquosa de cloreto
férrico 20 mM). Homogeneizou-se em vortex e deixou-se em banho—maria a 37 °C por
30 minutos. As leituras das absorbancias foram feitas a 595 nm, utilizando o reagente de
FRAP como branco. Para a curva padrdo utilizou-se sulfato ferroso 2 mM com
concentracdes de 0 a 2000 puM. A partir das absorbancias obtidas para as diferentes
diluicbes dos extratos, plotou-se em um grafico e obteve-se a equacdo da reta. Para

calcular a atividade antioxidante total, substituiu-se na equacdo da reta a absorbancia
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equivalente a 1.000 uM do padrio de sulfato ferroso. O resultado encontrado na
equacdo foi dividido por 1.000 para obter-se o valor em g. O resultado final foi
calculado pela divisdo de 1.000 (uM) e multiplicado por 1 (g) para encontrar o valor

final que ¢ expresso em puM sulfato ferroso/g de farelo de cacau.

4.9. Atividade Antioxidante pelo Sequestro do Radical DPPH

Para a quantificacdo da atividade antioxidante dos extratos pelo método DPPH,
adotou-se a metodologia descrita por Rufino et al. (2007) com adaptagdes. Em frascos
ambar foram preparadas trés diluicdes diferentes (10, 102, 10 mg/mL) em triplicata.
Em ambiente escuro, transferiram-se aliquotas de 0,5 mL de cada diluicdo dos extratos
para tubos de ensaio, contendo 1,5 mL de solugcdo metandélica de DPPH a 0,06 mM e
homogeneizou-se em vortex. As leituras das absorbancias foram realizadas a 515 nm,
imediatamente ap06s a adigdo dos extratos (tempo zero) e apds 30 minutos de repouso
em ambiente escuro. Alcool metilico PA foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotbmetro.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do radical e foram
calculados pela seguinte formula:

% de inibicdo do radical = (1 —As) x 100
Onde: A,: absorbancia inicial Ao

A¢. absorbancia final.
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4.10. Extragéo e Determinagéo dos Compostos Fenolicos

Para a extragdo dos compostos fenolicos pesou-se 1 g de cada farelo (in natura,
Fermentados I, Il e Ill) e colocou-se em agitacdo a frio, com 20 mL de solucdo
hidroetandlica a 80%. Ap6s 30 minutos de extracao, filtrou-se a vacuo e o filtrado foi
utilizado para a determinagdo do teor de compostos fendlicos totais, segundo
procedimento proposto por Wettasinghe e Shahidi (1999). Em tubos de ensaio, 0,5 mL
dos extratos obtidos anteriormente foram homogeneizados com 0,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau, 0,5 mL de extrato e 1,0 mL de solugdo saturada de bicarbonato de
sodio (NaHCO3). O volume da mistura foi ajustado para 10 mL pela adigdo de 8,0 mL
de 4gua deionizada e submetida a agitacdo vigorosa em agitador de tubos. A mistura foi
mantida em repouso a temperatura ambiente e mantida no escuro por 25 minutos. O
branco foi constituido de 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau, 0,5 mL de solugéo
hidroetandlica a 80%, 1,0 mL de solucdo saturada de NaHCOs; e 8,0 mL de agua
deionizada. A leitura foi realizada a 773 nm. A curva analitica foi obtida utilizando-se
solucBes padrao de &cido galico nas concentracBes de 0,01 a 0,5 mg/mL, obtidas a partir
de uma solucdo estoque de &cido galico na concentracdo de 1,0 mg/mL. A concentracdo
de compostos fendlicos presentes nos extratos foi expressa em mg de equivalente de

acido galico por 100 g do farelo de cacau.

4.11. Extragdo e Quantificacdo de Antocianinas Totais e Flavonois Totais

As antocianinas e os flavonois totais foram determinados de acordo a
metodologia proposta por Lees et al. (1972). Em um erlemeyer de 125 mL revestido

com papel aluminio foram homogeneizados 0,5 g dos farelos de cacau com 30 mL de
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solugéo extratora (HCl a 1,5 M em etanol a 95% na proporc¢éo de 85:15 v/v) e estocados
por 12 horas a 4°C. Apos filtragdo a vacuo, os filtrados foram coletados em baldes
volumétricos de 100 mL revestidos com papel aluminio e o residuo foi lavado
exaustivamente com a solucdo extratora até completa remo¢do dos pigmentos. O
volume foi completado para 100 mL com a solugdo extratora, mantendo-se a mistura em
repouso por 2 horas a temperatura ambiente. A absorbancia foi lida a 535 nm e 374 nm,
para a quantificagdo das antocianinas e flavonois, respectivamente. Os resultados foram
expressos em mg de quercetina por 100 g de farelo de cacau.

Para determinar as concentragdes dos flavondis totais e das antocianinas totais,
foram utilizadas as seguintes expressoes:

Antocianinas totais (mg de quercetina/g) = A535.Fd.E

E
Onde: Aszsnm = absorbancia a 535 nm;

E =765 (coeficiente de extingdo molar para quercetina a 1 % a 535 nm);

Fd = fator de diluic&o.
. . . _ 10
Flavonois totais (mg de quercetina/g) = A,,,.Fd E

Onde: As74 = absorbancia a 374 nm;
E =982 (coeficiente de extingdo molar para quercetina a 1% a 374 nm);

Fd = fator de diluic&o.
4.12. Extracéo e Quantificacdo de Carotenoides Totais

Para a quantificacdo dos carotenoides totais adotou-se o procedimento proposto
por Kimura et al. (2003). Em erlenmeyer de 125 mL foram agitados 0,3 g dos farelos de

cacau com 1,0 g de celite em 50 mL de acetona PA previamente resfriada. A mistura foi
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filtrada em papel de filtro e o filtrado fracionado com 20 mL de éter de petr6leo em
funil de separacdo. Posteriormente, a fracdo etérea foi lavada com porcées de 50 mL de
agua destilada por seis vezes até a completa remocao da acetona. O extrato etéreo foi
filtrado para um baldo volumeétrico de 50,0 mL, através de um funil de vidro tampado
com um pedaco de algoddo contendo 5 g de sulfato de so6dio anidro, para a remocao da
agua residual. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 450 nm e, para a quantificacéo

dos carotenoides totais utilizou-se a seguinte expressao:

Ayso.V (ML).10*

Carotenoides totais (ug.100g™) = :
. peso da amostra(g)

1%
cm

Onde: Assonm = absorbancia a 450 nm;
V = volume total do extrato (50 mL);

Allz/:n: coeficiente de extin¢cdo molar do -caroteno em éter de petroleo = 2592,

4.13. Determinacdo do Perfil de Acidos Graxos

A extragdo dos lipidios totais das amostras dos farelos de cacau in natura e
fermentados foi realizada utilizando a metodologia descrita por Bligh e Dyer (1959) e a
transesterificacdo dos triacilglicerdis realizada conforme o método 5509 da ISO (1978).

Os ésteres de acidos graxos foram analisados por um cromatdgrafo gasoso
ThermoFinnigan, modelo Trace-GC-Ultra, equipado com Detector de lonizacdo de
Chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida BPX-70 (120 m, 0,25 mm d.i.). As
vazdes dos gases (White Martins) foram de 8 mL.min™ para o gés de arraste (N,); 30
mL.min™ para o gas auxiliar (Hz); 30 mL.min™ para 0 H, e 250 mL.min™ para o ar

sintético da chama. A razado da divisdo da amostra foi de 90:10.
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Os parametros de funcionamento foram estabelecidos ap6s a verificagdo da
condigé@o de melhor resolugcdo. As temperaturas do injetor e detector foram de 250°C e
280°C, respectivamente. A temperatura da coluna foi programada a 140°C por 10
minutos, seguida por uma primeira rampa de 15°C/min até atingir 200°C,
permanecendo por 1 minuto. A segunda rampa foi de 10°C/min até atingir 230°C,
permanecendo 1 minuto nesta temperatura. A terceira rampa de 0,4°C/min até atingir
233°C por 3 minutos. A Gltima rampa foi de 0,5°C/min até atingir 238°C por 2 minutos.
O tempo total de anlise foi de 41,5 minutos.

As injecOes foram realizadas em duplicata e os volumes das injecdes foram de
1,2 uL. As areas dos picos dos ésteres metilicos dos acidos graxos foram determinadas
através do software ChromQuest 4.1.

A identificacdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos foi realizada apds
verificagdo do Comprimento Equivalente de Cadeia (ECL - EquivalentLengthof Chain)
dos picos (VISENTAINER E FRANCO, 2006) e comparacdo dos tempos de retengéo

de ésteres metilicos do padrdo 189-19 (Sigma, EUA) com os das amostras.

4.14. Andlise Estatistica

Todas as determinagdes foram efetuadas em triplicata, os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo (DP). A andlise de variancia (ANOVA) e
comparagdes multiplas de Tukey, ao nivel de significAncia de 5%, usando o Sistema de
Analises Estatisticas e Genética (SAEG) versdo 8.0. As curvas padrdes foram plotadas

utilizando o software Excel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospeccao Quimica

Os resultados da prospeccao quimica (Tabela 2) evidenciaram que a maioria dos
metabdlitos analisados foram encontrados no farelo de cacau in natura e apds

fermentagdo com o fungo Penicillium roqueforti.

Entretanto, notou-se a presenca de saponosideos (saponinas) nos dois farelos
fermentados, sendo que para o extrato in natura este resultado foi negativo. Com isso, é
possivel sugerir que houve uma biotransformacdo do residuo pelo Penicillium
roqueforti, gerando ou aumentando a um nivel detectavel, esse metabdlito, bastante
interessante na nutricdo animal (FRANCIS et al., 2002 ) e na producdo de
anticoncepcionais (DJERASSI, 1970).

As saponinas sdo sufactantes naturais produzidos por plantas e, também, por
alguns animais marinhos e bactérias. Apresentam importantes ac@es farmacoldgicas,
como reducdo da taxa de colesterol e triglicerideos sanguineos, efeito imunogénico,
reducdo da producdo de amdnia e controle de parasitas (FRANCIS et al., 2002;

CHEEKE, 2002).
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Tabela 2. Resultados da prospeccao quimica in vitro dos extratos do farelo de cacau

Extratos
Matabolitos
Secundarios In Natura  Fermentado Fermentado
| Ielll
Extratos Aquosos
Heterosideos Antocianicos + + +
Saponinas - + +
Gomas e Mucilagem + + +
Taninos + + +
Catequinas + + +
Extratos Hidroalcoolicos
Esteroides e Triterpenoides 3 + +
Alcaloides + + +
Cumarinas - - -
Compostos Fenolicos + + +
Antraquinénicos Livres - - -
Flavonoides + + +

- teste negativo
+ teste positivo

5.2. Flavonoides Totais

Conforme se pode observar na Tabela 3, os resultados para a quantificacdo de
flavonoides totais nos extratos analisados demonstram uma maior concentracdo desse
metabolito no extrato hidroalcoodlico in natura, correspondente a 37,5 mg de quercetina

por 100 g de farelo.
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Tabela 3. Concentracdo de flavonoides totais nas amostras de farelo de cacau

Concentracéao de Flavonoides Totais

Amostras (mg de quercetina/100 g de farelo)
Extrato Hidroalcodlico In natura 37,58
Extrato Aquoso In natura 31,7°
Extrato Hidroalcodlico Fermentado Il 31,5°
Extrato Hidroalcodlico Fermentado | 23°¢
Extrato Aquoso Fermentado | 21°¢
Extrato Aquoso Fermentado Il 4,2°

Letras diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p <

0,05)

Para obtencédo dos resultados utilizou-se uma curva analitica com coeficiente de

regressdo (R?) 0,9995. Observa-se também, que 0s extratos aquoso in natura e

hidroalcodlico Il ndo apresentaram diferenca significativa na quantidade de flavonoides,

sendo, respectivamente, 31,7 e 31,5 mg de quercetina por 100 g de farelo de cacau.

A diferenca observada no teor de flavonoides pode ser explicada pela polaridade

dos extratos, j& que uma maior concentracdo foi detectada nos extratos hidroalcodlicos,

como é possivel melhor visualizar na Figura 12.
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Flavonoides

mg de quercetina/100g de farelo

31,7 37,5

Figura 12. Teores de Flavonoides Totais nos diferentes tipos de extratos preparados a
partir dos farelos de cacau

5.3. Atividade Antioxidante

5.3.1. Método FRAP

Os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP estdo
apresentados na Tabela 4. O maior valor do poder redutor foi encontrado para o extrato
hidroalcodlico in natura, com concentracdo correspondente a 33,5 UM de sulfato
ferroso por g de farelo, seguido do extrato aquoso in natura, com concentracdo de 28,6
UM de sulfato ferroso por g de farelo. Nos extratos fermentados o poder redutor dos
extratos variaram de 8,0 a 23,2 uM de sulfato ferroso por g de farelo. Assim, todas as

amostras diferiram estatisticamente entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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Tabela 4. Poder Antioxidante Redutor de ions Ferro produzido pelos extratos

FRAP
Amostras (UM sulfato ferroso/g de farelo)

Extrato Hidroalcodlico In natura 33,5°

Extrato Aquoso In natura 28,6°
Extrato Hidroalcodlico Fermentado | 232°
Extrato Aquoso Fermentado | 17,8 ¢
Extrato Aquoso Fermentado 111 9,3°
Extrato Hidroalcodlico Fermentado Il 8,0'

Letras diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

A Figura 13 ilustra através de um gréafico de barras os resultados encontrados.
Percebe-se que 0s extratos in natura apresentaram maior atividade antioxidante por este
método. Apds as fermentagdes, essa atividade caiu, principalmente nas amostras que

sofreram duas extracdes, tanto a aquosa quanto a hidroetanolica.

FRAP

B pM sulfato ferroso/g de farelo

AN

Aquoso In Aquoso Aquoso  HidroalcodlicoHidroalcoolicoHidroalcodlico
natura Fermentado| Fermentado In natura Ferm.| Ferm.ll
1l

Figura 13. Representacdo grafica do Poder Antioxidante Redutor de ions Ferro produzido pelos
extratos
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A curva analitica linear foi obtida com solucdes padrdo de sulfato ferroso e o

reagente FRAP e coeficiente de regressdo (R?)= 0,9995.

5.3.2 Método DPPH

Os resultados da atividade antioxidante, em porcentagem de inibicdo dos
radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), promovida pelos extratos do farelo

de cacau estdo apresentados na Tabela 5.

Observa-se que os extratos hidroalco6licos in natura e Fermentado Il exibiram
capacidade média de sequestrar os radicais DPPH (percentual entre 60 e 80%),
enquanto o extrato hidroalcodlico Fermentado | exibiu uma forte capacidade de

sequestrar os radicais DPPH, com valores superiores a 80% de inibicao.

Dos extratos aquosos, 0 in natura apresentou maior porcentual de inibicao,
sendo classificado como média sua capacidade sequestradora do radical DPPH e os
fermentados expressaram uma fraca capacidade de sequestro do DPPH (percentual de

sequestro inferior a 60%).

A diferenca encontrada entre os extratos, para 0s percentuais de inibicdo dos

radicais podem ser observadas também na Figura 14.
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Tabela 5. Atividade Antioxidante dos extratos de farelo de cacau determinada pelo método de

sequestro dos radicais livres DPPH

Amostras

DPPH
(% de inibigao)

Extrato Hidroalcodlico Fermentado |
Extrato Hidroalcodlico In Natura
Extrato Aquoso In Natura
Extrato Hidroalcodlico Fermentado 11
Extrato Aquoso Fermentado |

Extrato Aquoso Fermentado |11

81,3°
79,2°
785°
73,4°
57,7 °¢

573"

Letras diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre

si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

B % deinibicdo
78,50% 79,20% 81,30%
73,40%
57,70% 57,30% I I [

C N Q N Q

,g-& ,bbo 60\ \\)@ 6(\‘ ¢ &

< & @ N @ &
\(\ < e(\ \(\ . 00 o
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Figura 14. Representacdo gréfica da atividade antioxidante dos extratos de farelo de cacau

determinada pelo método de sequestro dos radicais livres DPPH
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5.4. Fendlicos Totais

Os resultados obtidos nos experimentos de quantificagdo dos compostos
fendlicos totais (FT) sdo apresentados na Tabela 6 e ilustrados na Figura 15. O teor de
FT no farelo de cacau variou de 766,6 a 2120 mg de equivalente de &cido galico (mg
GAE) por 100 g de farelo, sendo o maior teor encontrado no farelo in natura. As

amostras fermentadas ndo diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 6. Teores de Fendlicos Totais nos farelos de cacau

Fenolicos Totais

Farelo de Cacau (mg GAE /100g de farelo)
In natura 2120+ 20°
Fermentado | 926,6 + 61"
Fermentado I 766,6 + 64"
Fermentado |11 893,3+92°

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrdo. Letras diferentes em
uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

B Innatura M®Fermentado!l ®Fermentadoll ™ Fermentado lll

2120

mg GAE/100g de Farelo

Figura 15. Teor de Fendlicos Totais nos farelos de cacau
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5.5. Quantificacdo de Antocianinas Totais e Flavonois Totais

As antocianinas e os flavonois sdo metabdlitos secundarios que pertencem ao
grupo dos flavonoides e sdo responsaveis pela coloracdo que varia de vermelho vivo a
violeta e de branco a amarelo claro, respectivamente, das espécies vegetais (BOBBIO e

BOBBIO, 1995).

Considerando os resultados obtidos na quantificagdo dos teores de antocianinas e
flavondis totais (Tabela 7), observou-se que o farelo fermentado Il apresentou maiores
concentragfes de antocianinas e flavondis totais, correspondente a 0,8 e 1,9 ug de
quercetina/100g de farelo, respectivamente, diferindo estatisticamente das demais

apenas para antocianinas totais.

Tabela 7. Teor de Antocianinas e Flavondis Totais

Farelo de Cacau Antocianinas Totais Flavonaéis Totais
(ug de quercetina/100g de farelo) (ug de quercetina/100g de farelo)
Fermentado 1l 0,8+0,03% 19+0,1°2
Fermentado 111 0,5+ 0,08 b 16+0,07°2
Fermentado | 05+01° 15+0,1°
In natura 0,4 +0,03"° 15+0,2°2

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrao. Letras diferentes em
uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

5.6. Quantificacdo de Carotenoides Totais (CT)

O farelo in natura apresentou conteido de carotenoides totais maior que 0s

farelos fermentados, correspondente a 0,8 mg de B-caroteno por 100 g de farelo. Os
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farelos fermentados III e II que apresentaram 0,5 e 0,4 mg de 3-caroteno por 100 g de

farelo respectivamente, néo diferiram entre si estatisticamente, como mostra a Tabela 8.

Tabela 8. Teor de Carotenoides Totais no farelo de cacau

Carotenoides Totais

Farelo de Cacau (mg de B-caroteno/100 g de farelo)
In natura 0,8+ 0,03°
Fermentado 111 0,5+0,01 %
Fermentado 11 0,4+0,08%
Fermentado | 0,2+0,03°

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em triplicata mais desvio-padrdo. Letras diferentes em
uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

5.7. Composicdo em Acidos Graxos

Os resultados da composicdo de acidos graxos (AG) obtidos para os farelos de
cacau estdo destacados na Tabela 9. Foram identificados e quantificados os &cidos
graxos: palmitico (16:0), margéarico (17:0), estearico (18:0), oleico (18:1n9c), linoleico
(18:2n6), gama-linolénico (18:3n6), araquidico (20:0), alfa-linolénico — LNA (20:5n-3),

behénico (22:0) e lignocérico (24:0).

Nota-se que a concentracdo de acidos graxos foi modificada apds a FES, pois no
farelo in natura o &cido graxo majoritario foi o estearico (41,67%), ja nos farelos
fermentados 0 que esta presente em maior concentracdo € o acido oleico, variando de

34,3 a 37,5%, em relacédo ao teor de gordura do farelo de cacau in natura.
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Tabela 9. Composi¢cdo em acidos graxos dos farelos de cacau

Conteudo de acido graxo (% de AG)

Acidos graxos In Natura Ferm(intado Fermtlalntado Fermlelrlltado
Saturados
16:0 15,62 19,6 21,1° 22,33°
17:0 0,32° 1,12° 1,12° 0,15°
18:0 41,67° 24,23° 24,23° 36,8
20:0 1,9° 1,24° 4,4° 1,2°
22:0 3,64° 1,1° 0,8° 0,64 "
24:0 0,83° 06° 0,39° 0,56°
Monoinsaturados
18:1n9c 28,7° 35,8° 34,3° 375°
Poli-insaturados
18:2n6 2,6° 54° 6,04 ° 49°
18:3n6 2,3% 8,26 ° 49° 3,1%
20:5n-3 1,13% 1,73° 1,7° 0,75%
Total de AGI* 34,7% 51,2% 47% 45,5%
Total de AGS® 64% 48% 51,6% 61,7%

Os dados estdo apresentados por média de amostras analisadas em duplicata. Letras diferentes em uma mesma linha
apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
!AGI: Acido Graxo Insaturado

2AGS: Acidos Graxos Saturados

O acido oléico é o mais importante do grupo dos &cidos graxos
monoinsaturados. Uma dieta rica em acidos graxos monoinsaturados, como o acido
oleico, auxilia na diminuicdo plasmética das lipoproteinas de baixa densidade, sem
reducdo das lipoproteinas de alta densidade, diminuindo o risco de desenvolvimento de

doencas cardiovasculares (SALGADO et al., 2005).

60



Além do &cido oleico, um aumento significativo dos &cidos linoleico (18:2n6) e
gama-linolénico (18:3n6) também merece destaque, afinal, os &cidos n-6 e n-3 sdo
considerados acidos graxos essenciais por serem necessarios para a salde, uma vez que,
ndo sdo biossintetizados pelos animais e 0 homem, sendo adquiridos através da dieta
(GOMEZ, 2003).

Observando a Figura 16 é possivel visualizar a mudanga no perfil de acidos
graxos saturados e insaturados ap6s a fermentacdo em estado sélido pelo Penicillium

roqueforti.

Acidos Graxos

W Saturado M |nsaturado

1: Farelo In natura; 2: Farelo Fermentado I; 3: Farelo Fermentado I1; 4: Farelo Fermentado 11

Figura 16. Percentual de acidos graxos saturados e insaturados encontrados nos farelos de
cacau.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no escopo dessa dissertacdo revelaram que o farelo de
cacau € um residuo que apresenta uma diversidade de compostos bioativos de interesse
econdmico e funcional. A prospeccdo quimica in vitro do farelo fermentado com o
fungo Penicillium roqueforti demonstrou a presenca de saponinas, ndo encontradas no
farelo in natura, sendo um indicio que o fungo possa sintetizar esse metabdlito a partir
do substrato utilizado.

As analises da atividade antioxidante dos farelos também demonstraram alta
capacidade deste residuo nos testes de sequestro do radical DPPH e de poder redutor do
ferro.

Além disso, também foram observados aumentos significativos nas
concentraces dos acidos oleico, linoleico e gama-linolénico, que sdo de grande
importancia para a saude, nos farelos fermentados.

Assim, é possivel sugerir o reaproveitamento desse residuo, bem como sua
fermentacdo pelo P. roqueforti, com vistas a aplicacdo na industria de alimentos em
substituicdo aos antioxidantes sintéticos, como também na industria farmacéutica e

cosmética.
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7. TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho abre-se a perspectiva para o

desenvolvimento de novos projetos, visando:

e A quantificacdo das saponinas nos farelos in natura e fermentados;
e Avrealizacdo de testes de citotoxidade dos extratos;
e A aplicacdo dos extratos em modelos experimentais in vitro e in vivo, para

avaliar sua capacidade antioxidante;

e A aplicagdo dos extratos em revestimentos comestiveis e avaliacdo do potencial

antioxidante como embalagens ativas.
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