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RESUMO

BORGES, M. V. Farinha de casca de café: caracteristicas fisicas, quimicas, capacidade
antioxidante e aplicagcdo em chocolate escuro. Itapetinga, BA: UESB, 2020. 128 p. Tese.
(Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de Concentragdo em Ciéncia de

Alimentos).”

Chocolates adicionados de ingredientes ndo tradicionais (café, menta, frutas secas,
dentre outros), destacam-se como tendéncia de mercado mundial. Com essa perspectiva, 0
presente estudo constitui uma proposta para aplicacdo tecnoldgica de farinha de casca de café,
em chocolates, surgindo assim, como uma fonte alternativa de ingrediente com caracteristicas
funcionais e potencial antioxidante. Objetivou-se com o presente estudo obter e caracterizar a
farinha oriunda de casca de café arabica organico (Coffea arabica L.) e promover sua aplicacédo
em formulagdes de chocolates escuros, avaliando o seu impacto quanto a estabilidade fisica,
propriedades bioativas e sensoriais. Para tanto, realizaram-se as determinagdes fisico-quimicas
(umidade, cinzas, pH, acidez titulavel, proteinas, lipidios, acucares totais, redutores e ndo
redutores) da FCC e das formulacdes de chocolate (0,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0% da FCC),
composicdo mineral e antinutrientes da FCC, além dos constituintes fenolicos totais e
individuais e capacidade antioxidante (radical ABTS™, ensaio do poder redutor e oxidacéo
acoplada do B-caroteno e acido linoleico) da FCC, bem como das formulacGes de chocolates
elaboradas. Ademais, realizaram-se avaliacdo das caracteristicas de qualidade dos chocolates
por meio das analises microbioldgicas, reoldgicas, atividade de &gua, textura instrumental e
perfil sensorial. A adicdo de FCC nas formulagdes resultou no aumento dos teores de umidade
(1,12-1,86%), cinzas (1,27-2,11%), proteinas (6,21-7,15%), acidez (0,64-0,98 meq
NaOH.100g* de amostra) e aclcar redutor (13,48-16,84 mg. mL™), em comparagio com a
formulacéo controle, bservou-se que a composi¢ao das formulacdes de chocolates, mantiveram-
se dentro dos padrdes de qualidade estabelecidos pela legislacéo brasileira, bem como do Cddex
Alimentarius. A adicdo de FCC destacou-se pelo aumento da capacidade antioxidante das
formulacdes de chocolates, com valores linearmente decrescente para os ensaios do radical
ABTS"" e poder redutor, e crescente para a oxidagdo acoplada do B-caroteno e acido linoleico.
Verificou-se aumento significativo nos teores de cafeina e teobromina, determinadas por CLAE

com a adicdo crescente de FCC. Com os resultados obtidos, constata-se que a FCC, agrega-se

* Orientador: Marcondes Viana da Silva, DSc., UESB. Co-orientadora: Suzana Caetano da
Silva Lannes, DSc., USP. Leandro Soares Santos, DSc., UESB.
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as formulaces de chocolate valor nutricional e caracteristicas funcionais, sem alterar as

caracteristicas de qualidade.

Palavras-chave: Theobroma cacao, subproduto, constituintes bioativos, sustentabilidade.
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SUMMARY

BORGES, M. V. Coffee husk flour: technical, chemical characteristics, antioxidant
capacity and application in dark chocolate. Itapetinga, BA: UESB, 2020. 128 p. Thesis.

(Doctorate in Engineering and Food Science, Area of Concentration in Food Science).”

Chocolates added with non-traditional ingredients (coffee, mint, dried fruits, among
others), stand out as a worldwide market trend. With this perspective, the present study
constitutes a proposal for the technological application of coffee husk flour, in chocolates, thus
emerging as an alternative source of ingredient with functional characteristics and antioxidant
potential. The objective of the present study was to obtain and characterize the flour from the
husk of organic Arabica coffee (Coffea arabica L.) and promote its application in dark chocolate
formulations, evaluating its impact in terms of physical stability, bioactive and sensory
properties. To this end, the physical and chemical determinations (moisture, ash, pH, titratable
acidity, proteins, lipids, total sugars, reducers and non-reducers) of the FCC and of the chocolate
formulations (0.0; 2.5; 5.0; 7.5 and 10.0% of the FCC), mineral composition and antinutrients
of the FCC, in addition to the total and individual phenolic constituents and antioxidant capacity
(ABTS' " radical, test of the reducing power and coupled oxidation of B-carotene and linoleic
acid) from the FCC, as well as from the elaborated chocolate formulations. In addition, the
quality characteristics of the chocolates were assessed through microbiological, rheological,
water activity, instrumental texture and sensory profiles. The addition of FCC in the
formulations resulted in an increase in moisture content (1.12 - 1.86%), ash (1.27 - 2.11%),
proteins (6.21 - 7.15%), acidity (0.64 - 0.98 meq NaOH. 100g* of sample) and reducing sugar
(13.48 - 6.84 mg. mL™1), in comparison with the control formulation, it was observed that the
composition of the chocolates, remained within the quality standards established by Brazilian
legislation, as well as the Cédex Alimentarius. The addition of FCC stood out for the increased
antioxidant capacity of chocolate formulations, with linearly decreasing values for the tests of
the ABTS" " radical and reducing power, and increasing for the coupled oxidation of B-carotene
and linoleic acid. There was a significant increase in the levels of caffeine and theobromine,
determined by HPLC with the increasing addition of FCC. With the results obtained, it appears
that the FCC, adds to the chocolate formulations nutritional value, functional characteristics,
without changing the quality characteristics.

Key words: Theobroma cacao, By-product, bioactive constituents, Sustainability.

*Advisor: Marcondes Viana da Silva, DSc., UESB. Co-advisors: Suzana Caetano da Silva
Lannes, DSc., USP. Leandro Soares Santos, DSc., UESB.
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PREFACIO

O presente estudo foi desenvolvido com o propdsito de utilizar a casca de café
processada como farinha e utiliza-la como ingrediente em formulacdes de chocolate. Visando
assim, agregar valor nutricional e funcional a partir de um residuo abundante e de baixo custo,
e que até entdo, tem sido negligenciado pela cadeia produtiva do café, e ainda nao explorado
como ingrediente em chocolate.

Apresenta-se aqui o trabalho de tese no formato de capitulos, organizado em cinco
capitulos conforme intitulados a seguir:

No primeiro capitulo foram abordados os conceitos gerais da proposta de tese
distribuidos por introducéo e revisdo bibliografica, situando a relevancia do trabalho no cenario
tecnoldgico e social.

No segundo capitulo foram apresentados os objetivos geral e especifico.

Os capitulos seguintes apresentam os resultados alcancados na forma de edi¢des para
publicacéo.

A primeira edigdo capitulo III, “AVALIACAO DA QUALIDADE NUTRICIONAL,
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE, CITOTOXICIDADE E INVESTIGACAO DE
ANTINUTRIENTES EM FARINHA DE CASA DE CAFE (Coffea arabica L.)”, apresenta
resultados referentes a caracterizacdo de casca de café, para que esta seja indicada para
aplicacdo em composicdes alimenticias.

A segunda edi¢do capitulo IV, “CHOCOLATES ESCUROS PRODUZIDOS COM
ADICAO DE FARINHA DE CASCA DE CAFE (Coffea arabica L.): CARACTERISTICAS
DE TEXTURA, REOLOGICAS E AVALIACAO SENSORIAL”, apresenta a avaliacdo das
carcateristicas de qualidade de formulacBes de chocolate adicionados da farinha da casca de
café.

A tltima edi¢do capitulo V, “INVESTIGACAO DE FITOQUIMICOS BIOATIVOS
EM CHOCOLATES ESCUROS ADICIONADOS DE FARINHA DE CASCA DE CAFE
(Coffea arabica L.)”, apresenta resultados referentes a adicdo de constituintes bioativos em

formulacGes de chocolate por meio da adicdo da farinha da casca de café.
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1. Introducéo geral

Na industria de café sdo geradas quantidades consideraveis de subprodutos em todas as
fases de sua cadeia produtiva, desde a colheita até o produto final (cascas, borras, palhas e
polpa). A casca € o principal subproduto obtido apds beneficiamento do café por via seca, e
estima-se que 0,18 tonelada de casca seja gerada por cada tonelada de café colhido
(CHERUIYOT et al., 2019). Apesar de possuir em sua composi¢do elevada quantidade de
compostos antioxidantes, como cafeina, cido clorogénico, trigonelina e diterpenos que podem
ser recuperados e usados como conservantes naturais em alimentos e aditivos em cosméticos e
suplementos nutricionais, ou seja, produtos com valor agregado (DEL CASTILLO etal., 2019),
sua aplicacdo ainda € muito limitada. Assim, esfor¢os para encontrar uma tecnologia alternativa
para explora-la podem ser lucrativas, dada a sua abundancia em todo o mundo.

Alguns estudos foram desenvolvidos visando o uso destes residuos em ragdo animal,
porém, o elevado teor de taninos, nitrogénio proteico de dificil degradacéo, cafeina e polifenois
promovem limitaces para a referida aplicacio (BLINOVA et al., 2017). As aplicagdes mais
recentes da casca de café incluem, producédo de biocombustivel (WOLDESENBET et al., 2016;
SANTOS et al., 2018), fermentacdo para obtencdo de compostos aromaticos (BONILLA-
HERMOSA et al., 2014), adsorvente de corantes (CHERUIYOT et al., 2019; MURTHY et al.,
2019), fibras alimentares (BALLESTEROS, TEIXEIRA e MUSSATTO, 2014) e extracdo de
constituintes bioativos (MURTHY e NAIDU, 2012a; RAMON-GONCALVES et al., 2019).
Tais estudos comprovam as diferentes possibilidades de utilizacdo para a casca de cafe.

Desse modo, visando explorar outras possibilidades de aplicacdo da casca de café, como
sua adicdo em produtos alimenticios, buscou-se a combinacdo com o chocolate, a fim de
desenvolver um novo produto com grande potencial nutricional e com caracteristicas sensoriais
diferenciadas sem comprometer suas caracteristicas de qualidade, sejam elas fisicas, quimicas,
microbioldgica, de textura ou sensoriais.

O processo de fabricagdo do chocolate, “produto obtido a partir da mistura de derivados
de cacau (Theobroma cacau L.), massa (pasta ou liquor) de cacau, cacau em pd e ou manteiga
de cacau com outros ingredientes contendo no minimo 25% (m/m) de sélidos de cacau”
(BRASIL, 2005), consiste em um conjunto de operacfes que envolve mistura, refino,
conchagem, temperagem, moldagem, resfriamento, desmoldagem e embalagem
(GUTIERREZ, 2017). Durante todo processo de producéo, a qualidade do chocolate pode ser
alterada provocando caracteristicas indesejadas.

Para que o chocolate tenha uma boa qualidade, deve possuir uma superficie brilhante,

ser duro e quebradico a temperatura ambiente (20 °C a 25 °C), fundir rapida e completamente
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na boca acompanhado de desprendimento de aroma e sabor e auséncia de residual gorduroso
nem arenoso durante a degustagdo. Sob o ponto de vista do processamento, deve possuir
propriedades reoldgicas adequadas para ser facilmente transportada e preencher corretamente
0 molde e boa contracdo para facilitar o desmolde. Estas caracteristicas sdo determinadas
principalmente, pelo teor e a qualidade da manteiga de cacau, tamanho das particulas e umidade
das matérias-primas (NIGHTINGALE, LEE e ENGESETH, 2011).

Assim, como a casca de café (residuo) o cacau e produtos a base de cacau também séo
alimentos que possuem alto teor de constituintes bioativos, porém, durante as etapas de
producdo do chocolate, principalmente fermentacdo e secagem, ocorrem perdas significativas
desses constituintes (AGIBERT e LANNES, 2018). Portanto, uma abordagem relativamente
menos explorada para expandir o sabor e o perfil fendlico dos chocolates € adicionar
constituintes polifendlicos naturalmente derivados de casca de café.

Estes compostos benéficos, estdo presentes de forma expressiva em matérias primas nao
convencionais como cascas de frutas e vegetais, os quais tém sido incorporados em diversos
produtos alimenticios, visando além de aumentar a quantidade de compostos bioativos, atender
ao interesse de consumidores que buscam produtos agradaveis, praticos, com elevado valor
nutricional e com caracteristicas funcionais (SANDRI, BASTIANI e PIEMOLINI-BARRETO,
2012; BALDIN et al., 2016).

Foram comprovados em varios estudos que a utilizacdo de materiais vegetais ricos em
polifenéis, como folhas de framboesa (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2012), folhas de urtiga
(BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015), pericarpo de mangostdo (SIM et al., 2016), amora
(LONCAREVIC et al., 2018), amora preta (GULTEKIN-OZGUVEN et al., 2016), gengibre e
canela (ALBAK e TEKIN 2014), sendo adicionados como material em pé seco, extrato ou na
forma encapsulada trazem enriquecimento tanto nutricional quanto funcional a produtos
alimenticios, exclusivamente chocolates os quais tais ingredientes foram adicionados.

A realizacdo deste estudo, foi possivel, por ndo ser encontrado nas bases de dados
investigadas (nos ultimos 10 anos) outros estudos relativos a aplicacdo de farinha de casca de
café como ingrediente antioxidante na industria produtora de chocolate.

Com essa perspectiva, o presente estudo constitui uma proposta para aplicacdo
tecnoldgica da farinha de casca de café, aplicagdo em chocolate, se tornando uma fonte
alternativa de ingrediente com caracteristicas funcionais com potencial antioxidante. Com isso,
cria-se um amplo campo de investigacGes cientificas, ampliando a possibilidade de diversas

aplica¢des industriais, além de contribuindo para a sustentabilidade da cadeia produtiva do café.
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2. Referéncial tedrico

2.1. Café: aspectos gerais e geracao de residuos

O café foi introduzido no Brasil em 1727 no estado do Para, em seguida, foi plantado
no Maranhdo e dai se expandiu, em pequenas plantacBes, para os estados vizinhos, sendo
introduzido na Bahia em 1770 (PEREIRA e RIBEIRO, 2015).

O café pertence a familia Rubiaceae que inclui mais de 500 géneros e cerca de 13.000
espécies. No género Coffea existem mais de 100 espécies, todas nativas da Africa tropical
(ROJO-JIMENEZ, 2014), no entanto duas estdo entre as comercialmente mais produzidas,
Coffea arabica L. (75% da producdo mundial) que apresenta melhores propriedades sensoriais
e a Coffea canefora, também chamada Robusta (25% da producdo mundial), que é mais
resistente as pragas (MUSSATTO et al., 2011).

O fruto do café é composto por dois endospermas (semente) envoltos pelo endocarpo
(pergaminho). Em seguida, os graos sao cobertos pelo mesocarpo (polpa) e, por fim, pelo

exocarpo (casca). Um esquema da estrutura do fruto do café é apresentado na Figura 1.
Figura 1. Esquema da estrutura do fruto do café.

Exocarpo (casca) =

Mesocarpo (polpa)

1 . Y
2w 2
ARV f Endosperma (semente)
- .
- Bl 7541

It
Endocarpo (pergaminho)

Fonte: Adaptado de Campos-Vegas (2015).

O processamento do grdo do café pode ocorrer por duas vias: seca ou Umida, conforme

apresentado na Figura 2. No entanto, ambos 0s processos de beneficiamento sdo responsaveis
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por gerarem grandes quantidades de residuos como casca e polpa, respectivamente (ULSIDO,
ZELEKE e LI, 2016).

O processamento do café por via seca consiste em deixar o0s frutos secarem expostos a
luz solar (naturalmente) ou por aquecimento em fornos. Em seguida, 0os grdos secos sdo
descascados removendo 0 exocarpo e 0 mesocarpo, gerando o residuo que é considerado casca
de café (MURTHY e NAIDU, 2012b; OLIVEIRA e FRANCA, 2014). Estima-se que, durante
0 processamento de café por via seca, a relagdo obtida de gréo beneficiado e casca seja de 1:1,
em massa (GOUVEA et al., 2009; ANDRADE, 2012).

Figura 2. Processamento industrial do café.

Cafe
Lavagem
Via Seca Via umida
Secagem Polpa Despolpament
Limpeza Mucilagem Fermentagdo
v Aguade Y
Descascamento| | lavagem Lavagem
Selegdo Secagem
v v
Embalagem Embalagem
Café de Café de
qualidade Casca de café quslidade

Fonte: Adaptado de Soccol (2002).

Frente a grande quantidade de casca café gerada, pesquisas tém sido realizadas para
avaliar sua composicdo quimica, visando torna-los matérias-primas passiveis de exploracdo
industrial. Muitos deles revelaram a presenca de compostos bioativos de grande importancia
para a industria de alimentos e farmacéutica, tais como os compostos fendlicos (WANG et al.,
2010; ROCKENBACH et al., 2011; NEVES, 2019).
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Garcia e Del Bianchi (2015) avaliaram o efeito da fermentacdo fungica no teor de
compostos fendlicos em casca de café robusta e verificaram que o contedo de fendlicos totais
aumentou de 159,5 até 243,2 mg EAG-g* de substrato por efeito da fermentagio em estado
solido. Enquanto, Baqueta et al. (2017) realizaram extracdes de constituintes presentes na casca
de café por Soxhlet, com solventes de diferentes polaridades e seletividades e concluiram que
a casca de café apresenta grande potencial para extracdo de cafeina.

Outros trabalhos também tém sido realizados com intuito de avaliar o potencial
antioxidante de residuos provenientes da producdo de café. Bravo et al. (2012) enfatizaram a
riqgueza em compostos bioativos do café, como a cafeina e acido clorogénico, derivados do
processo de extracdo durante a preparacdo da bebida, porém relatam que esta extracdo €
incompleta e que tais componentes ainda podem ser extraidos dos residuos resultante do
processo de preparacdo (borra de café). Neves et al. (2019) avaliaram a eficiéncia da extracao
aquosa para a obtencdo de fitoquimicos bioativos de cascas residuais de café arabica organico,
e a partir desta, desenvolveram uma bebida, avaliando além da presenca de antioxidantes
naturais a sua aceitagdo sensorial, com os resultados obtidos concluiram que extrato aquoso de
cascas de café surge como alternativa viavel para industria de bebidas.

Murthy e Naidu (2012b) reportaram em seus estudos que os residuos de café (polpa,
casca, tegumento e borra) sdo ricos em nutrientes e compostos organicos como cafeina, taninos
e polifendis, e que seus extratos podem apresentar boa atividade antioxidante. Del Castillo et
al., (2018) e Esquivel e Jiménez (2012) determinaram que a casca de café possui alto contetido
em carboidratos (35-85%), fibras soltveis (30,8%), minerais (3-11%) e proteinas (5-11%),
sendo também rica de fitoquimicos como taninos (5-9%) e cianidinas (20%) constituintes
importantes para as industrias alimenticia.

Diante de estudos ja realizados com casas de café, suas aplicagdes mais recentes
incluem, producédo de biocombustivel ( WOLDESENBET et al., 2016; SANTOS et al., 2018),
fermentacdo para obtencdo de compostos aromaticos (BONILLA-HERMOSA et al., 2014),
adsorvente de corantes (CHERUIYOT et al., 2019; MURTHY et al., 2019), fibras alimentares
(BALLESTEROS, TEXEIRA e MUSSATTO, 2014) e extracdo de constituintes bioativos
(MURTHY e NAIDU, 2012b; RAMON-GONCALVES et al., 2019). No entanto, em
formulacédo de alimentos ndo sdo encontrados relatos de sua aplicagéo.

Considerando a sua composi¢do quimica e as aplicagdes apresentadas, a casca de café
tem um grande potencial como ingrediente alimentar e como fonte natural de nutrientes e
constituintes biotivos. Assim, informacdes sobre os parametros fisico-quimicos, nutricionais e

caracteristicas funcionais de produtos e subprodutos agroindustriais constituem-se em
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ferramentas importante de qualidade, pois contribui para o interesse de consumo e

desenvolvimento de novos produtos.

2.2. Constituintes bioativos: constituintes fendlicos e alcaloides e suas presengas em casca

de café e chocolate

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define como substancia bioativa
0S nutrientes ou ndo nutrientes que possuem acdo metabolica ou fisiologica especifica
(BRASIL, 2002). Além disso, devem estar presentes em fontes alimentares, podendo ser de
origem natural ou sintética, desde que comprovada a seguranga da sua ingestdo. Os constituintes
bioativos de origem natural sdo os metabolicos secundéarios, presentes em vérias partes da
planta, tais como folhas, caules, flores e frutas e que podem atuar como pigmentos que dao a
aparéncia colorida aos vegetais ou apresentar funcoes de defesa das plantas contra agressées do
ambiente tais como radiacdo ultravioleta, insetos, fungos e bactérias (SIMOES et al., 2017).
Esses produtos podem ser classificados em: carotendides, fitoesterois, flavondides,
fosfolipidios, organosulfurados e polifendis (COSTA, NEUZA e ROSA, 2010; AZMIR et al.,
2013; SIMOES et al., 2017).

Compostos bioativos provenientes da dieta podem trazer beneficios a saude por
apresentarem acdo antioxidante, sendo capaz de reverter quadros de estresse oxidativo em
patologias, além de possuirem acdo contra agentes microbianos (CASTRO et al., 2018;
GRZESIK et al., 2018). Isso tem atraido a atencdo da comunidade cientifica e da industria
alimenticia para o desenvolvimento dos “alimentos funcionais” ou alimentos ricos em um ou
mais compostos bioativos que apresentam efeitos positivos na saide (VIJAYALAXMI,
JAYALAKSHMI e SREERAMULU, 2015; RUI et al., 2017).

A biossintese dos constituintes bioativos podem sofrer variacbes de acordo com a
interacbes de processos bioquimicos como, grau de amadurecimento, espécie, fatores
ambientais, colheita, armazenamento, entre outros, que acabam por alterar a quantidade final,
variando para mais ou menos a sua concentracdo final (HERRERO et al., 2012;
MONTEBELLO et al., 2014).

Os constituintes fenolicos sdo o0s que representam a maior categoria dos constituintes
bioativos como pode ser observado na Figura 3. S&o geralmente encontrados na forma natural
em vegetais, frutas e chas, onde sdo responsaveis pela cor dos alimentos, adstringéncia, aroma
e estabilidade oxidativa (KHODDAMI, WILKES e ROBERTS, 2013).
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Figura 3. Classificacdo dos constituintes bioativos.

Constituintes bioativos
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Carotenoides Fenolicos Alcaloides contendo P!
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hidroxibencoico | | hidroxicianamida catequina
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Fisetina Epigalocatequinagal Malvidina a
ato

Fonte: Adaptado de LIU, 2013.

2.2.1. Constituintes fendlicos

Estruturalmente, os constituintes fenolicos sdo caracterizados por possuirem pelo menos
um anel aromatico e um ou mais grupos hidroxila (Figura 4) (SIMOES et al., 2017). Além
disso, podem ocorrer na forma livre ou conjugada a agUcares, acidos e outras biomoléculas,
sendo divididos em dois grandes grupos: flavonoides e acidos fenolicos (VERRUCK,

PRUDENCIO e SILVEIRA 2018).
Figura 4. Férmula estrutura representativa de um fenol.

OH

Fenol

Os constituintes fendlicos sdo incluidos na categoria de inibidores de radicais livres
(WANG et al., 2015) e ¢ devido a essa capacidade que sdo reconhecidos como importantes

antioxidantes (HELENO et al., 2015; ROLEIRA et al., 2015; SKROVANKOVA et al., 2015).
27



A eficacia dos antioxidantes fendlicos, depende do nimero e da posi¢do dos grupos hidroxilo
ligados ao anel aromatico, do tipo de substituintes e do seu local de ligacdo, da posicéo relativa
dos grupos ligados e da sua habilidade para estabilizar e deslocalizar elétrons desemparelhados
no anel aromatico (GIADA, 2013).

Em geral os compostos fenolicos sdo multifuncionais como antioxidantes, pois atuam
de vérias formas: combatendo os radicais livres através da doacdo de um atomo de hidrogénio
de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aromética, que possui a capacidade de suportar
um elétron desemparelhado através do deslocamento deste ao redor de todo o sistema de
elétrons da molécula; quelando metais de transicdo, como o Fe2* e o Cu*; interrompendo a
reacdo de propagacdo dos radicais livres na oxidacdo lipidica; modificando o potencial redox
do meio e reparando a lesdo a moléculas atacadas por radicais livres (KYNGMI e EBELER,
2008).

Os antioxidantes vegetais sdo de naturezas muito variadas, mas 0s constituintes
fendlicos tém sido apontados como responsaveis pela maior parte de compostos com essa
capacidade (FONSECA et al., 2009, REBELO et al., 2009). O consumo de produtos com
elevada capacidade antioxidante, sdo importantes pois, radicais livres produzidos normalmente
por meio da respiracdo sdo combatidos por componentes antioxidantes, porém quando a
quantidade de radicais livres gerada no organismo é maior do que dos antioxidantes, ocorre 0
estresse oxidativo das células, que consiste na geracéo de espécies reativas de oxigénio como
radical hidroxila, anion radical superoxido e hidroperoxila, responsaveis pelo envelhecimento,
doencas degenerativas, disfuncdes cerebrais e por causar danos ao DNA (SALAR et al., 2016).
Assim, dietas ricas em fitoquimicos, tais como os carotenoides e 0s constituintes fenélicos,
provenientes de plantas com potencial acao terapéutica, tém sido estudadas e consequentemente
associadas a um risco reduzido de doengas, tais como certas formas de cancro, inflamacéo,
problema cardiovascular, cataratas, degeneracdo macular e doencas neurodegenerativas
(SNYDER et al., 2011; TANAKA et al., 2012).

A capacidade antioxidante do café estd associada principalmente pela presenca de
cafeina, trigonelina, acido cafeico, acido clorogenico, produtos da reacdo de Maillard e de
compostos volateis (furanos e pirrois). Portanto, os compostos fenélicos, além de contribuirem
para a formacgédo do sabor e aroma caracteristicos das bebidas como café, sdo conhecidos em
razdo das propriedades fisiologicas e farmacoldgicas que conferem a saide humana, como a
atividade antioxidante. Entre os principais componentes fenolicos presentes no café, e
consequentemente na casca de café, esta o acido clorogénico (ACG), que é considerado o0 mais
importante e 0 que se apresenta em maior quantidade, representando cerca de 6-12% em massa

do gréo. As cascas, embora em menor concentracdo quando comparada aos gréos, também sédo
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ricas em &cido clorogénico, cafeina e taninos (CALVO, TELLO e VIGUEIRA, 2011;
BAQUETA etal., 2017).

O éacido clorogénico (ACG) é classificado como acidos fenolicos, uma subclasse dos
compostos fendlicos ou polifenolicos. Sdo formados pela reacdo de esterificacdo entre um ou
mais derivados do acido trans-cinamico (acidos cafeico, ferulico, p-cumarico ou sinaptico) e o
acido quinico (GAUTHIER et al., 2016). A Figura 5 apresenta as estruturas quimicas dos acidos
que ddo origem aos ACG (GARAMBONE, 2007). O &cido clorogénico mais comum € o acido
5-o-cafeoilquinico (5-ACG ou acido clorogénico). No entanto, muitos outros isdmeros
estruturais estdo presentes em plantas, tais como o acido 3-ocafeoilquinico (acido 3-ACG ou
acido neoclorogénico) e acido 4-o-cafeoilquinico (&cido 4-ACG ou &cido criptoclorogénico)
(UPADHYAY, RAMALAKSHMI e RAO, 2012).

Figura 5. Férmulas estruturas do acido quinico e derivados do acido trans-cinamico.
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Acido quinico Acido trans-cinamico

O ACG é utilizado como aditivo em bebidas, cosméticos e produtos a base de extrato,
como alimentos e medicamentos. Este é facilmente solubilizado em agua quente, devendo
assim, esta presente na bebida (MARIA e MOREIRA, 2004). Na casca de café o percentual de
sua composicao € de aproximadamente 2,5%. Além de conferir beneficios a salde, também é
responsavel pela pigmentacdo e adstringéncia a bebida do café (FARAH e DONANGELO,
2006; DUARTE, PEREIRA e FARAH, 2010).

O cacau e seus produtos derivados também sdo considerados fontes ricas de polifendis,
em particular flavanois, também conhecidos como flavan-3-ols ou catequinas. Os flavandis
fazem parte das mais de 4000 substancias identificadas pertencentes ao grupo dos flavonoides,
grupo que pode se apresentar de diversas formas, como por exemplo, flavonois, flavonas,
flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas (PEREIRA e CARDOSO, 2012;
TODOROVIC et al., 2015).

Os trés tipos de flavonoides que predominam nas sementes de cacau Sao

proantocianinas, catequinas ou flavan-3-ols e antocianinas (URBANSKA e KOWALSKA,
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2019). Porém, o cacau € particularmente rico em catequinas, elas incluem principalmente os
monoméricos (-) epicatequina e (+) catequina (Figura 6). A epicatequina € a fracdo
predominante equivalente a 35% do teor total de polifendis (ELLINGER e STEHLE, 2016;
LALICICPETRONIJEVIC et al., 2016).

Figura 6. Formula estrutura da (+) catequina e (-) epicatequina
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O conteudo e a composicao dos polifendis diferem dependendo do genétipo, origem,
condigdes de crescimento, grau de maturacdo do cacau e parametros de processamento de
sementes (KOTHE, ZIMMERMANN e GALENSA, 2013; YELEWICZ, 2016).

Os polifendis modelam ndo apenas propriedades antioxidantes, mas também afetam
propriedades sensoriais, como cor e sabor (DABAS, 2016; GIACOMETTI, JOLIC e JOSIC,
2014). Durante todas as etapas do processamento, os polifendis presentes nas sementes de cacau
podem sofrer muitas transformacdes, incluindo polimerizacdo, hidrolise ou reacGes com
proteinas (ZYZELEWICZ et al., 2018). As altas temperaturas e a desidratacdo das sementes de
cacau no processo de torrefacdo reduzem a concentracdo de polifendis e muitos acidos volateis,
especialmente o acido acético, responsavel pela acidez do produto, além do sabor amargo e
adstringente (RAMLI et al., 2006).

As sementes de cacau que sdo apenas fermentadas e secas (ndo torradas, chamadas de
"cruas") durante o processo de producdo contém muito mais compostos fenélicos, que podem
ter um efeito positivo na saide humana (ZYZELEWICZ et al., 2018). Omitir o processo de
torrefacdo e ndo usar altas temperaturas durante a producdo de chocolates crus resulta na
incapacidade de evaporar muitos componentes volateis do grdo, incluindo &cido acético, além
de aumentar a acidez de tais sementes.

Os flavonoides também tém sido associados a resultados benéficos a satde humana, por
isso sua quantificacdo em espécies vegetais € tdo importante. Alguns estudos epidemiologicos

revelaram que seu consumo elevado ajuda a proteger contra doengas cronicas, como as
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cardiovasculares, e que tém acdo antioxidantes, anti-inflamatoria e antitrombogénica
(SIMOES, 2017).

2.2.2. Alcaloides: xantinas

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um atomo de
nitrogénio no seu anel (Figura 7). Na sua grande maioria os alcaloides possuem carater alcalino,
ja que a presenca do atomo de N representa um par de elétrons ndo compartilhados. Contudo,

existem alcaloides de carater acido, como por exemplo a colchicina.

Figura 7. Formula estrutura do alcaloide serotonina

OH

/

H H,N

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) (Figura 8) é um alcaloide do grupo das xantinas que se
encontra presente tanto no cacau e em seus derivados, quanto no café em proporcfes menores
que o polifenol acido clorogénico, aproximadamente 1%, apresenta atividades bioldgicas
importantes, como atividade antioxidante, antimicrobiana e estimulante (ANDRADE et al.,

2012). Portanto, é um insumo bastante empregado em industrias de bebidas e farmacéuticas.

Figura 8. Férmula estrutural da cafeina.
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A cafeina pode ser detectada em varios tipos de alimentos e bebidas que consumimos

cotidianamente, sendo maioritaria no café. Relativamente ao café, a biossintese da cafeina
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ocorre nas folhas e no pericarpo (parte externa do fruto), embora inicialmente o teor seja baixo.
Nos tecidos do pericarpo, a luz estimula fortemente a etapa de metilagdo da sintese de cafeina.
Quando a semente dentro do fruto comeca a crescer, o alcaloide é translocado através das
membranas e acumula-se no endosperma. Aqui, a concentracao final é alcancada 8 meses ap0s
a floracdo (OESTREICH-JANZEN, 2013).

Devido as suas propriedades estimulantes sobre os sistemas nervoso e cardiaco, a
cafeina é a metilxantina mais conhecida e estudada (MONTEIRO et al., 2016). O composto
estd presente nos graos de café verde, em concentracfes variando de 0,9 a 1,3 %, na espécie
Arabica e de 1,5 e 2,5 %, na Robusta. Devido a estabilidade térmica, suas concentracdes
permanecem constantes, mesmo ap06s 0 processo de torra dos graos (LUDWIG et al., 2014).
Estudos tém demonstrado a eficiéncia da cafeina em captar radicais hidroxila e metoxila, o que
poderia explicar a atividade antioxidante do composto (LEON-CARMONA e GLANO, 2012).

Assim como a casca de café, o cacau e seus derivados (p6 de cacau, licor de cacau e
chocolate) também s&o fontes de metilxantinas (teobromina e cafeina) que garantem um papel
importante na preservacao da satide humana (BARISIC et al., 2019).

A teobromina (3,7- dimetilxantina) (Figura 9) é o principal alcaldide do cacau (2% a
3%), a cafeina (1,3,7-trimetilxantina) também é encontrada, porém apenas em pequenas
quantidades (0,2%) (FRANCO, ONATIBIA-ASTIBIA e MARTINEZ-PINILLA, 2013).
Chocolate amargo contém entre 5 a 7 mg de teobromina. g e entre 0,625 a 0,875 mg de
cafeina.g, enquanto o chocolate ao leite contém cerca de 1 mg de teobromina.g™* e 0,056 mg
de cafeina.g (FRANCO, ONATIBIA-ASTIBIA e MARTINEZ-PINILLA, 2013).

Figura 9. Férmula estrutural da teobromina.
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Porém, sabe-se que o processamento pos-colheita, como fermentacdo e torrefacéo,
afetam as concentragdes de polifenois e metilxantinas e portanto, a atividade antioxidante das
sementes de cacau, influenciando assim a qualidade funcional do produto final (ACULEY et
al., 2010). Durante o processo de fermentagdo, a combinacdo de atividades enzimaticas
endogenas e exdgenas, juntamente com a difusdo de metabdlitos nos cotilédones, permite a

polimerizacdo de polifenois, o que diminui sua solubilidade, reduzindo assim o amargor e a
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adstringéncia das sementes e auxiliando na liberacdo de metilxantinas. Durante o processo de
torrefacdo, condi¢bes como tempo e temperatura afetam a estabilidade fendlica e as
caracteristicas do sabor resultante (ORACZ, NEBESNY e ZYZELEWICZ, 2014).

2.3. Chocolate: definicéo, beneficiamento do cacau e etapas de producéo

Chocolate é o produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau (Theobroma
cacao L.), massa (ou pasta ou liquor) de cacau, cacau em pd e ou manteiga de cacau, com outros
ingredientes, contendo, no minimo, 25% (g. 100g™*) de sélidos totais de cacau. O produto pode
apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia variados (BRASIL, 2005).

Os primeiros estagios da produgdo tradicional de chocolate sdo os processos de
fermentacdo e secagem das sementes de cacau. A fermentacdo é essencial para obtencdo de
produtos de boa qualidade pois, durante este processo ocorrem reagdes bioquimicas complexas
que envolve a acdo microbiana na polpa de cacau gerando calor, e produzindo etanol, acido
acético e cido latico que resultam na criagdo de um ambiente adequado para o desenvolvimento
dos compostos precursores do sabor caracteristico do chocolate (CRUZ et al., 2013;
APROTOSOAIE, LUCA e MIRON, 2016). A diminuicdo do pH e o aumento da temperatura
(45-50 °C) sdo responsaveis pela morte do gérmen, ou seja, elimina o poder de germinagédo da
semente, a partir desse momento, passam e se denominar améndoas (AFOAKWA, 2010;
FARHAT et al., 2014).

Durante a fermentacdo ocorre também a reducdo da acidez, adstringéncia e amargor das
sementes de cacau devido a oxidacdo dos compostos fendlicos, formando complexos com
proteinas e peptideos, traduzindo-se, entre outras, na transformacdo da cor purpura a marrom
dos cotilédones, com o0 aumento da concentracao de acido acético e oxidagdo das antocianinas
(CRUZ, 2013). E também um passo fundamental na formacdo de aclcares redutores e
aminoacidos, que sdo os precursores da reacdo de Maillard durante a torragdo (HUANG,
BARRINGER, 2010; GARTI e WIDLAK, 2015).

Apds a fermentacdo as améndoas do cacau seguem para etapa de secagem que tem como
principal objetivo interromper a fermentacdo e reduzir seu teor de umidade a fim de evitar a
rancificacdo hidrolitica dos lipidios do cacau e proliferacdo de fungos, além do promover o
escurecimento dos cotilédones, contribuindo com a formacdo dos precursores de sabor
desejaveis de chocolate tornando-as mais estaveis ao armazenamento. Muitas das reacGes
bioguimicas iniciadas na fermentacdo continuam durante a secagem, permitindo a reducéo do
amargor, da adstringéncia e da acidez das améndoas (BECKETT, 2009; SOUZA, 2013;

GLICERINA et al., 2014).
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Segundo Efraim et al. (2010) a secagem ao sol, em estruturas conhecidas como barcagas,
permite a obtencdo de produtos com melhor qualidade sensorial em rela¢do a secagem realizada
de forma artificial, em estufas. As sementes podem ser secas também em camaras de secagem
que sao aquecidas pela queima de lenha, ou ainda em secadores de ar forcado. Com a secagem
em camaras as sementes podem adquirir sabor de fumaca, o que representa um problema de
qualidade sensorial (GARTI e WIDLAK, 2015; AFOAKWA, 2016). O processo de secagem
reduz a umidade das améndoas de 60 para 7% (AFOAKWA, et al., 2008).

Apols a fermentacdo e secagem, as améndoas geralmente sdo transportadas dos
produtores para fabricantes de chocolate. Os proximos passos sdo torra e moagem, entdo uma
massa de chocolate é obtida (licor de cacau). Durante a torrefagdo das améndoas de cacau, o
sabor tipico torrado e de chocolate sdo desenvolvidos, este sabor é o resultado de uma mistura
complexa de um grande nimero de compostos combinados, incluindo pirazinas, aldeidos,
éteres, tiazois, fenadis, cetonas, alcoois, furanos e ésteres, sendo assim impossivel caracteriza-lo
por um Unico componente. Esses compostos sdo formados através da reacdo de Maillard e
degradacéo de Strecker de aminoacidos e agucares (FRAUENDORFER, SCHIEBERLE, 2008;
CASTRO-ALAYO et al., 2019).

As temperaturas de torrefacdo variam de 95 a 145°C, dependendo do processo,
equipamento, tipos de nibs processados, e ainda o produto final desejado (ZZAMAN, BHAT e
YANG, 2016; ZYZELEWICZ et al., 2016).

Apbs a torrefacdo, as améndoas sdo descascadas e podem ser encaminhadas para dois
processos, a moagem realizada para obtencdo da massa de cacau, também conhecida como
liquor, ou prensagem para a obtencdo de manteiga e torta de cacau, sendo que esta ultima pode
ser moida em moinho de pinos originando o cacau em p6 natural (COHEN, JACKIX e SOUSA,
2004).

O chocolate é preparado a partir da massa cacau misturados a outros ingredientes
basicos (acucar, manteiga de cacau, leite em pé e lecitina de soja) e submetidos as etapas de
refinamento, conchagem, temperagem e modelagem (Figura 10). A composicéo do chocolate
varia em todo o mundo devido as diferencas culturais e de legislacdo em relacdo as
concentracdes de cacau e solidos do leite e as quantidades e tipos de gorduras vegetais
permitidas (CARNEIRO et al, 2011).
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Figura 10. Fluxograma das etapas de fabricacdo do chocolate.
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Fonte: Adaptado de Gutierrez, 2017.

A etapa de refino é realizada com o intuito de quebrar as particulas solidas (agucar,
solidos do leite e cacau) de modo que se tornem suficientemente pequenas para nao serem
percebidas na lingua; em geral as particulas devem ser menores que 30 um, idealmente entre
20-25 um (BECKETT, 2009; BOHME et al., 2016). A etapa seguinte, denominada conchagem,
é caracterizada pela agitacdo constante do chocolate por um longo periodo de tempo (acima de
6 horas), com o objetivo de diminuir a umidade dos ingredientes e compostos volateis
indesejaveis, formados na fermentacdo das sementes de cacau, entre eles o acido acético, bem
como desenvolver os aromas e sabores desejaveis originarios da reacdo de Maillard
(BECKETT, 2009). Essa etapa ainda é importante para promover a homogeneiza¢do dos
ingredientes.

Por fim, e ndo menos importante, realiza-se a temperagem do chocolate. Tal etapa esta
relacionada essencialmente a uma cristalizacdo controlada, onde por meio de tratamentos
térmicos e mecanicos, é produzida uma quantidade especifica de cristais na forma mais estavel
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da manteiga de cacau que ¢ a forma B pois, apresenta maior ponto de fuséo e é formada por
cristais largos com maior grau de compactacio (CABALLERO, FINGLAS e TOLDRA, 2015).

Gorduras cristalizadas na forma [’ s3o mais macias, fornecem boa aeragdo e possuem
excelentes propriedades de cremosidade na elaboracdo de tortas e produtos de panificacdo
(GILABERT-ESCRIVA et al., 2002). Os principais objetivos da etapa de temperagem sdo,
permitir rapida solidificagdo do chocolate no molde, induzir um empacotamento adequado dos
triglicerideos e assim maior contracao de volume, facilitando a desmoldagem. E ainda, € evitada
a formacéo do fat bloom no resfriamento e armazenamento. Portanto, é obtido um produto final
com boas caracteristicas de brilho, textura e fusdo (COHEN, LUCCAS e JACKI, 2004).

2.4. Principais ingredientes utilizados para producéo de chocolate

Uma formulacdo de chocolate é basicamente formada por liquor/massa de cacau,
manteiga de cacau, agucar, emulsificante (geralmente lecitina de soja) e em alguns casos leite
em p6 (BECKTT et al., 2017). Carneiro et al. (2011) e Sandri et al. (2012) relatam que as
formulag@es utilizadas para elaboracao de chocolates sdo inimeras e dependem de preferéncias
regionais e culturais e de legislacao de cada pais em relacdo as concentragdes de cacau e solidos
do leite e as quantidades e tipos de gorduras vegetais permitidas.

Normalmente, as grandes industrias mantém em sigilo os detalhes que garantem a
diferenciacdo dos seus produtos, pois a composicdo do chocolate desempenha um papel
importante durante o processamento. As diferentes interacGes que ocorrem entre 0s ingredientes
determinam a microestrutura final do produto que influencia as propriedades de fusdo e
cristalizagdo e a formacao de fat Bloom (FERNANDES, MULLER e SANDOVAL, 2013).

2.4.1. Massa de cacau

De acordo com a Anvisa (BRASIL, 2005) a massa (ou pasta ou liquor) de cacau é o
produto obtido das améndoas de cacau (Theobroma cacao L.) por processo tecnoldgico
considerado seguro para a producdo de alimentos. E obtida apds a etapa de moagem das
améndoas de cacau previamente torradas (AFOAKWA, 2014; CABALLERO; FINGLAS;
TOLDRA, 2015).

A massa de cacau é o principal ingrediente responsavel por conferir o sabor
caracteristico de um chocolate, a quantidade adicionada varia de acordo com o chocolate

produzido sendo maior em chocolate amargo do que ao leite.
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2.4.2. Manteiga de cacau

Outro ingrediente de extrema importancia é a manteiga de cacau, obtida pela prensagem
das améndoas do cacau para retirada de parte da gordura. A manteiga de cacau é responsavel
pela textura agradavel do chocolate resultante do derretimento na boca (AFOAKWA, 2010).
Também é responsavel por diversas caracteristicas de qualidade do chocolate como dureza e
quebra a temperatura ambiente (snap), rapida e completa fusdo na boca, brilho, contracéo no
molde e rapido desprendimento de sabor durante a degustacdo (MUNOZ E GUTIRREZ, 2015).
Assim, a cristalizacdo das gorduras determina importantes propriedades dos alimentos, como a
consisténcia e plasticidade durante as etapas de producdo e estocagem (manteiga, margarina e
chocolates); propriedades sensoriais, como sensacdo de fusdo na boca; estabilidade fisica e
aparéncia visual (SANTOS, MING e GONCALVES, 2014).

Na temperagem do chocolate o ponto de fusdo das formas cristalinas da manteiga de
cacau constitui um indicativo de sua estabilidade estrutural, portanto, é necessario cristalizar a
manteiga de cacau na forma polimérfica mais estavel (BECKETT, FOWLER e ZIEGLER,
2017). A forma vy, também conhecida como sub-alfa, € a menos estavel e de menor ponto de
fusdo, formada quando a gordura é submetida a um rapido resfriamento até baixas temperaturas.
As formas BV e BVI sdo as mais estaveis, sendo a BV a forma preferida na fabricacdo de
chocolate, pois seu ponto de fusdo é suficientemente elevado para que o sélido seja
relativamente firme e brilhante a temperatura ambiente, mas baixo o suficiente para derreter na
boca (GUTIERREZ e PEREZ, 2015; BECKETT, FOWLER e ZIEGLER, 2017; MASUCHI
BUSCATO et al.,, 2018). Ocorre de forma lenta e gradual, sob movimentacdo constante
(FERREIRA et al., 2019).

2.4.3. Acucar

O principal agucar utilizado em formulagdes de chocolate € a sacarose, nas formulagdes
de chocolates suas principais funcbes sdo conferir gosto doce e atuar como agente de corpo
(AIDOO, 2014). Além disso, sofre o processo de caramelizacdo, fundamental no chocolate ao
leite, tendo uma grande influéncia no sabor final e sob determinadas condigdes, também pode
ocorrer reacdo de Maillard na etapa de conchagem, acima de 40 °C (EFRAIM, ALVES e
JARDIM, 2011).

O acucar € um dos principais ingredientes adicionados ao chocolate pois, em uma
formulacdo tradicional, sua concentracdo pode variar entre 30 e 50% (BELSCAK-

CVITANOVIC, 2015). Porém, diante da busca pela reducéo de actcar em alimentos, associado
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a melhor qualidade de vida, varios estudos tem sido realizados promovendo a substituicdo
parcial ou total da sacarose adicionada em formulacGes de chocolate, tal substituicdo pode ser
realizada com a utilizacdo de fibras alimentares, como inulina (RESENDE et al., 2015), seiva
de plantas (SAPUTRO et al.,, 2017) e segundo Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al. (2015) essa
substituicdo pode ser realizada também por mel, xarope de plantas, aclcar de frutas e vegetais.

Sendo a sacarose responsavel ndo apenas pelo sabor (dogura), mas também por outras
caracteristicas sensoriais muito importantes como a textura, sua substituicao (parcial ou total)
deve ser avaliada para que nao sejam alteradas as caracteristicas de qualidade do produto final
(RICHTER, SILVA e LANNES, 2007).

2.4.4. Emulsificantes

O chocolate se comporta como uma fase continua de lipidios e aclcar, contendo o grupo
hidrofilico e o grupo hidrofébico (portanto, ndo soltvel). Como a interagdo entre o grupo
hidrofilico e a parte hidrofébica ndo ocorre espontaneamente, o agente emulsificante torna-se
o0 responsavel por essa interacdo (CUNHA, QUAST e LUCCAS, 2010).

Emulsificantes tém sido muito utilizados para modificar as propriedades reoldgicas das
massas de chocolates. Devido a sua estrutura molecular especial, estes ingredientes tensoativos
diminuem a tensdo interfacial e o atrito, entre as fases dispersa e continua, facilitando a
formacédo e estabilizacdo da emulsdo. Além da reologia, afetam um numero de propriedades,
tais como a sensibilidade a umidade e a temperatura (SCHANTZ, ROHM, 2005; RICHTER,
LANNES, 2007).

Os emulsificantes s&o adicionados & massa de chocolate em concentragdes que variam
geralmente de 0,3 - 0,5%, com o objetivo de reduzir as forcas interfaciais, resultando em maior
fluidez da massa e aumentando a eficiéncia da conchagem (SCHANTZ e ROHM, 2005;
BOHME et al., 2016). Assim, desempenha func¢do importante na fabricagdo de chocolate, pois
diminui a viscosidade e o limite de escoamento (RICHTER, LANNES, 2007; BECKETT,
2017).

A lecitina de soja é um dos emulsificantes que é comumente adicionado em chocolate.
Sua adic¢do reduz a quantidade de manteiga de cacau necessaria para atingir a textura desejada.
Assim, a adicdo de lecitina pode reduzir o custo da producéo. Adicao de lecitina em 0,3% reduz
a viscosidade do chocolate e aumenta a tolerdncia & umidade. No entanto, o excesso de lecitina
causa off-flavours e aumenta a viscosidade do chocolate (PRAWIRA, BARRINGER, 2009;
AFOAKWA, 2007).
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2.5. Adicdo de ingredientes ndo convencionais em chocolates

O chocolate é consumido em todo 0 mundo, em todos 0s segmentos da sociedade e por
pessoas de todas as idades pois, € muito utilizado na elaboracdo de alimentos para adultos e
criancas como bolos, biscoitos, paes, sorvetes, entre outros, e a quantidade de nutrientes
presentes neste ingrediente tem grande importancia nutricional (RICHTER e LANNES, 2007).
Portanto, a popularidade deste alimento ndo esta apenas associada ao seu potencial para
despertar o prazer sensorial e emocg6es positivas (EL-KALYOUBI et al., 2011), como também
por ser fonte de polifendis bioativos, com potenciais beneficios para a saude, incluindo a
reducdo do risco de doenca cardiovascular (HOOPER et al., 2012) e atividade prebidtica
(TZOUNIS et al., 2011).

Os efeitos mais nobres do chocolate estéo relacionados ao seu teor de flavonoides e tal
constituinte fenolico acaba por estar mais presente em alimentos com maior contetdo de cacau.
Porém, apesar do alto teor de ocorréncia natural de flavonoides no cacau, durante as etapas de
producdo do chocolate, principalmente fermentagdo e secagem, ocorre perdas significativas
destes constituintes fenolicos (EFRAIM, ALVES e JARDIM, 2011).

Chocolates escuros com alto teor de cacau, produtos gourmet premium e produtos
contendo outros constituintes bioativos adicionados intencionalmente séo tendéncias no
mercado mundial devido aos efeitos benéficos a saide (AGIBERT e LANNES, 2018).

Assim, estudos vém sendo realizados com intuito de agregar maior valor nutricional ao
chocolate, enriquecendo seu contetdo de fendlicos e até mesmo adicionar constituintes
bioativos como no caso do chocolate branco. Estes compostos benéficos estdo presentes de
forma expressiva em matérias primas nao convencionais como cascas de frutas e vegetais, 0s
quais tém sido incorporados em diversos produtos alimenticios, visando além de aumentar a
guantidade de compostos bioativos, atender ao interesse de consumidores que buscam produtos
agradaveis, praticos e com elevado valor nutricional (SANDRI, BASTIANI e PIEMOLINI-
BARRETO, 2012; BALDIN et al., 2016).

Foram comprovados em varios estudos que a utilizacdo de materiais vegetais ricos em
polifendis, como folhas de framboesa (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2012), folhas de urtiga
(BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015), pericarpo de mangostio (SIM et al., 2016), amora
(LONCAREVIC et al., 2018), amora preta (GULTEKIN-OZGUVEN et al., 2016), gengibre e
canela (ALBAK e TEKIN 2014), sendo adicionados como material em p6 seco, extrato ou na
forma encapsulada trazem enriquecimento tanto nutricional quanto funcional a produtos

alimenticios, exclusivamente chocolates os quais tais ingredientes foram adicionados.
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A adicdo de folhas de cha verde e sakura ou acafrédo influenciou e modificou o perfil
fendlico de amostras de chocolate, resultando em aumento da concentragdo fendlica. Desta
forma, pode-se perceber a maximizagdo do efeito benéfico de seu consumo devido aos efeitos
positivos dos constituintes bioativos para a satde. O acafrao e cha verde foram adicionados por
meio da reducdo na quantidade de agucares e calorias introduzidas anteriormente ao chocolate
(MARTINI, CONTE e TAGLIAZUCCHI, 2018).

Visando agregar constituintes bioativos em chocolate branco Loncarevic et al. (2018)
adicionaram suco de amora-preta encapsulado ao chocolate objetivando investigar a influéncia
de diferentes concentracfes de polifendis de amora-preta nas propriedades reoldgicas do
chocolate e impacto nas suas propriedades fisicas, caracteristicas sensoriais e teor de polifendis.
Enquanto, Sim et al. (2016) realizaram adicdo do pericarpo em p6 de mangostdo (Garcinia
mangostana Linn.) em quantidades graduadas (1%, 2% e 3% p/p) a chocolates escuros e
verificaram que a adicdo do pericarpo do mangostdo expandiu significativamente o perfil de

constituintes bioativos.

2.6. Legislagéo e parametros de qualidade do chocolate

Aresolucdo RDC n° 264, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) ¢ a atual legislacdo que aprova o regulamento técnico para chocolate e
produtos de cacau, porém ela sé define o teor minimo de sélidos de cacau que o produto deve
ter para que seja considerado chocolate (BRASIL, 2005). Assim, a RDC n° 227, de 28 de agosto
de 2003 que alterou a resolucdo da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos
(CNNPA) n° 12, de 24 de julho de 1978, da ANVISA, apesar de revogada, ainda € utilizada
para avaliar a qualidade de chocolates tanto nas discussdes em artigos cientificos quanto nas
indUstrias, pois € baseada no CODEX Alimentarius, legislacdo utilizada nos paises da América
Latina e nos Estados Unidos da América. Tal legislacdo define os padrdes fisico-quimicos que
o chocolate deve seguir como, umidade (maximo 3,0% p/p); Glicidios ndo redutores, em
sacarose (maximo 68,0% p/p), Lipidios (minimo 20,0% p/p) e residuo mineral fixo (maximo
2,5% p/p) (BRASIL, 1978).

Além dos parametros fisico-quimicos, definidos pela legislacdo, outros parametros
também sdo levados em consideracdo para avaliar a qualidade do chocolate. A textura e a
aparéncia do produto tem sido cada vez mais valorizadas na definicdo de qualidade e na
previsdo de alteracfes que podem ocorrer e desvalorizar os chocolates (AFOAKWA et al.,
2008).
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A textura e a aparéncia do chocolate sdo atributos-chave na escolha e aceitabilidade do
consumidor, embora o sabor seja frequentemente considerado importante na identificacdo do
produto (STORTZ e MARANGONI, 2011). Por defini¢cdo, sabor é o conjunto de percepgdes
olfativas, tateis e cinestésicas que permitem ao consumidor identificar um alimento e
estabelecer o grau de prazer ou averséo que ele traz (GURIERREZ, 2017).

O sabor final do chocolate refere-se as suas qualidades sensoriais e informacdes visuais
que caracterizam objetos, incluindo brilho, cor, forma, rugosidade, textura da superficie, brilho
e translucidez, que séo resumidas em atributos de aparéncia. Como a demanda por chocolates
derretidos e solidos estd aumentando nos mercados globais, entender os fatores que influenciam
a textura e a aparéncia teria valor na previsdo de mudancas na qualidade (AFOAKWA et al.,
2008).

O estudo de propriedades fisicas € fundamental para avaliar o comportamento do
produto durante a producdo, armazenamento e acondicionamento até 0 momento do consumo
(AFOAKWA et al., 2009), pois ao controlar as propriedades fisicas do chocolate (reologia,
comportamento calorimétrico e pardmetros de textura) é possivel garantir a viabilidade da
producdo industrial de produtos estaveis e de qualidade. E ao apresentar boa correlagdo com 0s
testes sensoriais, a medicdo instrumental das caracteristicas de textura também pode ser usada
em estudos de rotina e avaliagcdo de qualidade (AFOAKWA et al., 2009).

2.7. Textura instrumental

A textura é uma combinacdo da estrutura fisica do material e suas propriedades
mecanicas e de superficie (OSTROWSKA-LIGEZA et al., 2019). A textura do chocolate é uma
combinacdo de estruturas de empacotamento de triglicerideos, propriedades microestruturais,
particulas dispersas, distribuicdo de tamanho de particula e teor de gordura solida
(NIGHTINGALE, LEE e ENGESETH, 2011).

Segundo Leite et al. (2013) e Konar et al. (2016), a textura do chocolate requer um
comportamento especifico, no qual o produto deve apresentar-se solidificado a temperatura
ambiente (20-25 °C) e, a temperatura da boca (37 °C), deve fundir-se rapidamente, se tornando
um fluido de viscosidade apropriada.

As propriedades de textura podem ser medidas por métodos sensoriais com provadores
treinados/ndo treinados ou por métodos instrumentais (ARES, 2015). Os fatores tempo e alto
custo, associados a analise sensorial motivaram o desenvolvimento e utilizagdo dos ensaios

mecanicos, que apresentam respostas validas, em que € possivel obter informacdes valiosas de
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parametros importantes como firmeza, elasticidade, coesividade dentre outros, e, ainda podem
ser correlacionadas com os dados da avaliacdo sensorial (CHEN, 2013).

A andlise do perfil de textura (Texture profile analysis — TPA) de um produto é
determinado através da simulacdo da mastigacao por meio de um procedimento que realiza um
ciclo duplo de compressao vertical em uma amostra, visando promover 0 monitoramento e
registro das propriedades de textura da amostra através da determinacdo de curvas
caracteristicas (CHEN; OPARA, 2013).

Dentre os parametros avaliados no TPA encontram-se: dureza, elasticidade,
coesividade, adesividade, fraturabilidade, gomosidade e mastigabilidade (CHEN; OPARA,
2013).

A dureza pode ser classificada como a for¢ca maxima registrada no primeiro ciclo de
compressdo da amostra. A elasticidade refere-se a tendéncia que a amostra tem de recuperagéo
do seu formato original apds ser submetida a uma deformacéo. A coesividade descreve a razdo
entre o trabalho realizado no segundo ciclo em relacdo ao trabalho realizado no primeiro ciclo.
A adesividade corresponde a uma for¢a negativa devido ao trabalho necessario para superar a
forca de atracdo entre o alimento e a sonda. A fraturabilidade é registrada quando dois picos de
forca sdo identificados no primeiro ciclo de andlise, sendo que a fratura corresponde ao
primeiro. A gomosidade relaciona-se com a forga necessaria para desintegrar uma amostra
semissdlida, enquanto a mastigabilidade é o trabalho necessario para mastigar uma amostra
solida. A gomosidade relaciona a dureza e a cosividade, enquanto a mastigabilidade relaciona
a gomosidade e a elasticidade (CHEN e OPARA, 2013).

2.8. Reologia

A reologia é o estudo da deformacdo e fluxo de materiais em resposta a acdo de uma
forca aplicada (GONCALVES e LANNES, 2010). A reologia em alimentos estuda as
propriedades fisicas que tratam das propriedades texturais da matéria-prima, produto
intermedidrio, ingrediente e produto final. O conhecimento da reologia alimentar é fundamental
e € util conhecer o comportamento textural dos alimentos e seus padrdes de mudanca afetados
pela microestrutura dos alimentos, que se comporta de maneira diferente sob diferentes
processos quimicos, fisicos e outros para atingir o objetivo final (WANG, SHI e SHAH, 2019).

No chocolate é um dos atributos cruciais da qualidade, pois fornece uma indicacéo do
comportamento do seu fluxo sob varias condi¢cdes (HINNEH et al., 2019). As medidas

reoldgicas da massa de chocolate predizem o comportamento de massa durante o
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processamento, bem como a organizacdo estrutural, as interagdes dentro do sistema e as
propriedades sensoriais do produto final (PAJIN et al., 2013; ZARIC et al., 2016).

O chocolate fundido apresenta propriedades ndo-Newtonianas, cujas propriedades de
fluxo; por exemplo, tensdo inicial e viscosidade, sdo amplamente dependentes da composicéo
e interacBes entre os constituintes do chocolate (HINNEH et al., 2019). Os fluidos néo-
Newtonianos podem ser subdivididos em dependentes do tempo: tixotrépicos e reopéticos; e
independentes do tempo: pseudoplasticos ou shear thinning, dilatantes ou shear thickening e
plasticos de Bingham (TADROS, 2010).

O chocolate, assim como acontece para muitos alimentos que se encontram, em alguma
fase de seu processamento ou na sua forma final de comercializagdo, como suspensdes ou
emulsdes, geralmente mostram variagéo da viscosidade com o tempo (fluidos ndo-Newtonianos
dependentes do tempo) (TONELI, MURR e PARK, 2005). Se houver um aumento da
viscosidade ao longo do tempo para uma mesma taxa de deformacdo chama-se o fluido de
reopético (ou antitixotropico); por outro lado se houver um decréscimo da propriedade com o
tempo tem-se um fluido tixotrdpico.

Os comportamentos mais comuns de fluidos ndo-Newtonianos independentes do tempo
sdo do tipo pseudoplastico, ou seja, a temperatura constante e independente do tempo, a
viscosidade é funcdo da taxa de deformacéo, e a taxa de acréscimo na tensdo de cisalhamento
diminui com o aumento da taxa de deformacdo (AGIBERT e LANNES, 2018). Este
comportamento é observado porgue o fluido em repouso apresenta um estado desordenado, e
guando submetido a uma tensdo de cisalhamento suas moléculas tendem a se orientar na direcédo
da forca aplicada, assim quanto maior a tensao aplicada, maior serd a ordenagao e menor sera a
viscosidade aparente (SAMPAIO, 2011).

Os modelos frequentemente utilizados para descrever o comportamento néo-
Newtoniano sdo: Ostwald-de-Waelle (Lei da Poténcia), Herschel-Bulkley, Bingham e Casson.
O modelo de Bingham foi o primeiro a ser usado para descrever o comportamento de fluxo de
chocolates e, mais tarde, em 1973 o IOCCC (International Office for Cocoa, Chocolate and
Confectionary) recomendou o uso do modelo de Casson como método padrdo para determinar
as propriedades reoldgicas do chocolate (LANNES, 1997; SAMPAIO, 2011). Portanto, é
geralmente o mais utilizado para estudar o comportamento reologico das disperses de
chocolate.

A reologia de chocolate é geralmente quantificada durante a producéo usando os dois
parametros: tensdo de inicial e viscosidade aparente. A tensdo inicial é uma propriedade
material que denota a transicdo entre comportamentos pseudo-solidos e pseudo-liquidos —

correlacionado a uma minima tensdo de cisalhamento na primeira evidéncia de fluxo — ou
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transicdo de deformacGes elasticas para viscosas. A viscosidade plastica, por sua vez, determina
as caracteristicas de bombeamento, preenchimento ou recobrimento de superficies, além de
caracteristicas sensoriais da massa de chocolate. Portanto, a viscosidade da massa de chocolate
esta relacionada com o processo de fabricacéo, tamanho e distribuicdo das particulas.

A aceitacdo do consumidor pelo chocolate depende principalmente da aparéncia e sabor,
mas também muito da sensacéo na boca, que depende principalmente do tamanho da particula
e da viscosidade da massa de chocolate derretida (BOLENZ, MANSKE e LANGER, 2014).
Portanto, a reologia estd relacionada com as caracteristicas sensoriais do produto pois, 0S
consumidores ndo gostam da sensagdo de boca arenosa quando consomem chocolate e preferem
derretimento rapido (AFOAKWA et al., 2009; BOLENZ e MANSKE, 2013).

E sugerido que chocolates com alta viscosidade apresentam palatabilidade pastosa,
maior tempo para derretimento, e sugere-se que isso esta relacionado com a distribuicdo do

tamanho de particulas, composicédo e processamento (DICOLLA et al., 2019).

2.9. Avaliagéo Sensorial

As caracteristicas sensoriais, como 0 sabor, aroma, textura e cor dos produtos de
chocolate sdo os principais critérios para determinar a aceitabilidade pelo consumidor. Produtos
de chocolate com caracteristicas de qualidade desejadas sdo amplamente consumidos por
pessoas de todas as idades em todo o mundo (TOKER et al., 2018).

Chocolates escuros sao suspensdes de sacarose e particulas de cacau, revestidas em
fosfolipidios em uma fase adiposa continua, geralmente manteiga de cacau, com contetdo
solido total de 65% a 75%. O carater sensorial central do chocolate € uma composicdo lipidica
de fase continua (principalmente manteiga de cacau), que influencia as propriedades de fuséo e
o0 carater da sensacdo na boca (APROTOSOAIE, LUCA e MIRON, 2016).

O aroma e sabor de chocolate ndo existe naturalmente nas sementes de cacau, ele € o
resultado de um processo tecnoldgico aplicado nestas sementes que se inicia com a fermentacéo
pos-colheita e continua através da secagem, torrefacdo e concha. Os processos de fermentacdo
e torrefacdo sdo considerados como 0s mais importantes para a formacdo de compostos
aromaticos (HUANG e BARRINGER, 2010; APROTOSOAIE, LUCA e MIRON, 2016).

Dentre as técnicas que vem sendo mais utilizadas para coletar informag6es relacionadas
a percepcdo dos consumidores sobre as caracteristicas sensoriais dos produtos esta a
metodologia Check-All-That-Apply (CATA), pois permite aos consumidores escolher todos 0s
atributos possiveis para descrever o produto, a partir de uma lista apresentada (ALCANTARA

e FREITRAS-SA, 2018). Os termos desta lista podem ser gerados por um painel de avaliadores
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treinados ou por um grupo de consumidores, ao testar o produto (por exemplo, em um grupo
focal) (DOOLEY, LEE e MEULLENET, 2010). Além disso, os descritores ndo sdo limitados
aos atributos sensoriais do produto, mas também podem estar relacionados ao uso do produto
Ou ao conceito em que se encaixam. Como as respostas CATA estdo diretamente ligadas a
percepcdo dos consumidores em relacdo as caracteristicas do produto, essas respostas podem
ser utilizadas como dados suplementares, para maximizar a aceitagdo dos produtos
(ALCANTARA e FREITRAS-SA, 2018).

Pesquisas anteriores mostram que as respostas sensoriais obtidas a partir das perguntas
do CATA séo mais confiaveis e podem ser comparadas com as respostas obtidas por painelistas
treinados (ARES e JAEGER, 2015). Além disso, afirma-se que as perguntas do CATA podem
produzir dados detalhados, discriminatorios e confidveis, faceis de serem utilizados pelos
consumidores (JAEGER et al., 2017). O método CATA permite que os entrevistados escolham
apenas caracteristicas apropriadas a eles, em vez de serem forcados a avaliar em uma
determinada escala (MEYNERS, CASTURA e CARR, 2013).
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Capitulo 11
Objetivos




1. Objetivos

1.1. Objetivo geral

Objetivou-se com o presente estudo obter e caracterizar a farinha oriunda de casca de
café ardbica organico (Coffea arabica L.) e promover sua aplicagdo em formulagdes de
chocolates escuros, avaliando o seu impacto quanto a estabilidade fisica, propriedades bioativas

e sensoriais.

1.2. Objetivos especificos

- Obtencdo da casca de café e producao da farinha.

- Determinar a composi¢ao quimica e caracteristicas fisica da farinha de casca de café e
das formulacGes de chocolate escuro (0%, 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10%);

- Avaliar a qualidade da farinha de casca de café através do estudo de sua citotoxicidade;

- Produzir formulacdes de chocolate escuro com adicao de farinha de casca de café;

- Avaliar a capacidade antioxidante da farinha de casca de café e das formulacGes de
chocolate ecuro;

- Avaliar os constituintes fendlicos totais na farinha de casca de café e das formulagGes
de chocolate escuro;

- Determinar os acidos fendlicos individuais presentes nas formula¢6es de chocolate
escuro por meio da CLAE;

- Avaliar textura instrumental das formulagGes de chocolate escuro;

- Avaliar as propriedades reoldgicas das formulacdes de chocolate escuro;

- Analisar o perfil sensorial dos chocolates por meio do Check-All-That-Apply (CATA)

e verificar a aceitagdo e intencdo de compra dos chocolates escuros.
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Capitulo 11
| Etapa

AVALIACAO DA QUALIDADE NUTRICIONAL, CAPACIDADE ANTIOXIDANTE,
CITOTOXICIDADE E INVESTIGAQAQ DE ANTINUTRIENTES EM FARINHA DE
CASA DE CAFE (Coffea arabica L.)

60



Resumo

O Brasil destaca-se como maior produtor e exportador mundial de café, associado a este
fato, sdo geradas grandes quantidade de residuos, em especial cascas. Assim, objetivou-se com
0 presente estudo, valiar a qualidade nutricional, constituintes fenolicos totais, capacidade
antioxidante, investigacdo de antinutrientes e citotoxicidade em farinha de casca de café,
visando a possibilidade de ampliar sua utilizagdo como ingrediente em formulagdes
alimenticias. Determinou-se as caracteristicas fisicas e quimicas, investigacdo de antinutrientes,
citotoxicidade, constituintes fendlicos totais e capacidade antioxidante (ABTS, poder redutor e
oxidagdo acoplada ao B-caroteno e &cido linoleico). Ademais, constata-se que a casca de café é
uma boa fonte de proteinas (5,79 mg. 100 g), lipideos (4,19 mg. 100 g), carboidratos (23,63
mg. 100 g*) e minerais, destacando-se como fonte ferro, além de calcio, potassio, magnésio,
manganés e fdsforo. Apresentando ainda, um expressivo teor de constituintes fenolicos
(1.358,65 mg de EAG. 100 g?) e elevada capacidade antioxidante. Quanto aos teores de
antinutrientes investigados, observou-se baixos teores de oxalatos (6,40 mg. 100g™), fitatos
(4,43 mg. 100g), saponinas (1,29 mg. 100g™?) e taninos (7,61 mg. 100gt). Além de apresentar
baixa atividade hemolitica (5,86%). Conclui-se que, cascas de café, surgem como uma
alternativa sustentavel e inovadora e sustentavel para cadeia produtiva do café, possibilitando
assim, sua utilizacdo em formulacdes alimenticias, além de ndo apresentando risco a saude

humana.

Palavras-chave: Fitoquimicos bioativos, antioxidantes, fenolicos, hemdlise, fator

antinutricional, subproduto.

1. Introducdo

O desperdicio de alimentos no &mbito mundial ocorre de modo crescente, a Organizagao
das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAQO) estimou que cerca de 1,3 bilhdes
de toneladas de alimentos sdo desperdicados no planeta a cada ano, calcula-se que esses
alimentos seriam suficientes para alimentar dois bilhdes de pessoas (FAO, 2019). Embora ndo
facam parte dos habitos de grande parte da populacdo, muitos alimentos podem ser utilizados
de forma integral, diminuindo assim a geracao de residuos e aumentando o valor nutricional na
preparacgéo de alimentos, visto que estes podem ser mais nutritivos que as partes nobres (polpa)
geralmente utilizadas (SANCHO et al., 2015).
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Na cadeia de produtos agricolas, o café se destaca com elevada producédo. A safra
mundial de café em 2018/19 foi de aproximadamente 167 milhdes de sacas de 60 kg de café
beneficiado, sendo o Brasil o maior produtor mundial do fruto, correspondendo a um terco da
producdo mundial (CONAB, 2018; 10C, 2019). Durante o processamento do café, geralmente
realizado por via seca, onde 0s graos secos sao descascados removendo pele, polpa, mucilagem
e pergaminho, todos juntos em uma Unica fragdo, obtendo desta forma, a casca, principal
residuo gerado nest etapa (MURTHY e NAIDU, 2012; OLIVEIRA e FRANCA, 2014). Estima-
se que 0,18 tonelada de casca seja gerada por cada tonelada de café colhido (CHERUIYOT et
al., 2019).

Frente a grande quantidade de casca de café gerada, pesquisas tém sido realizadas para
avaliar sua composicao, visando torna-las matérias-primas passiveis de exploracdo industrial.
Muitos delas revelaram a presenca de contituintes bioativos de grande importancia para a
industria de alimentos e farmacéutica, tais como os contituintes fenélicos (&cido clorogénico) e
metilxantinas (cafeina) (WANG et al., 2010; ROCKENBACH et al., 2011; NEVES et al.,
2019).

Basicamente, a casca de café € constituida por quantidades consideraveis de fibras,
acucares, lipideos, cinzas, proteina, taninos e cafeina. Murthy e Naidu (2012) reportaram em
seus estudos que os residuos de café (polpa, casca, tegumento e borra) sdo ricos em nutrientes
e compostos organicos como cafeina, taninos e polifendis, e que seus extratos podem apresentar
boa atividade antioxidante. Del Castillo et al. (2019) e Esquivel e Jiménez (2012) determinaram
que a casca de café possui alto conteddo em carboidratos (35-85%), fibras soltveis (30,8%),
minerais (3-11%) e proteinas (5-11%), sendo também rica de fitoquimicos como taninos (5
9%) e cianidinas (20%), constituintes importantes para as industrias alimenticias.

Portanto, considerando a riqueza de nutrientes e constituintes bioativos, vislumbra-se a
aplicacdo de farinha de casca de café em formulagfes alimenticias, perspectiva até entdo, ndo
explorada pela industria alimenticia.

Assim, objetivou-se com o presente estudo, valiar a qualidade nutricional, constituintes
fenolicos totais, capacidade antioxidante, presenca de antinutrientes e citotoxicidade em farinha
de casca de café, visando sua utilizacdo como ingrediente em formulacGes alimenticias, com

alegacdes funcional e nutracéutico, ampliando assim, suas possibilidades de aplicacdes.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB),

campus Itapetinga-BA. As andlises de caracterizacdo quimica, fisica, constituintes fenolicos
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totais, capacidade antioxidante, antinutrientes e citotoxicidade da farinha da casca de café foram
realizadas no laboratorio do Nucleo de Estudos em Ciéncias de Alimentos (NECAL). Na
conducdo do experimento foram realizadas trés repeticbes em replicatas, utilizadas em cada

uma das analises.

2.1. Obtencéo da casca de café e producdo da farinha

Foram utilizadas cascas de café da espécie Coffea arabica L., produzidos com manejo
organico na Fazenda Floresta - Povoado de Pau Ferrado, municipio de Ibicoara-BA, localizada
na regido da Chapada Diamantina, meridional 13°, 24’ 50,7 latitude Sul e 41°, 17°, 7,4
longitude oeste de Greenwich e altitude aproximada de 1.027 m acima do nivel do mar. A
precipitacdo minima anual é de 1.179 mm e maxima anual de 1.868 mm, sendo o maior nivel
encontrado de outubro a marco (FAZENDA FLORESTA, 2012). As cascas de café previamente
secas, foram trituradas em moinho de facas tipo Willey (Solab, SL-031, Brasil), peneiradas para

reducdo da granulometria das particulas em 60 mm e obtencéo da farinha (Figura 1).

Figura 1. Cascas de café secas (a) e trituradas no moinho de facas (b) e farinha de casa de café

com granulometria de 60 mm (c).

Fonte: proprio autor
2.2. Caracterizagdo nutricional da farinha da casca de café
2.2.1. Determinacédo de umidade
Determinou-se de acordo com a metodologia n°® 984.25 da AOAC (2010), por secagem

em estufa (Fanem, 315 SE, Brasil) a 105+2 °C até peso constante em balanca analitica (Aux220,

Shimadzu, Japdo), sendo utilizadas 5 g de amostra.
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2.2.2. Determinacéo de cinzas

Quantificou-se através da calcinacdo de 5 g de amostra em mufla, (Marconi, Brasil) a

550+2 °C até peso constate conforme o procedimento n® 925.51 proposto pela AOAC (2010).

2.2.3. Determinacao de acidez titulavel (AT)

Determinou-se por meio do método potenciométrico, utilizando-se 10 g da amostra
previamente macerada em 100 mL de &gua destilada seguindo metodologia n® 942.15 descrita
pela AOAC (2010).

2.2.4. Determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH)

As medidas do pH foram realizadas por potenciometria, conforme a metodologia n°
981.12 descrita pela AOAC (2010). As leituras foram realizadas diretamente em pHmetro
digital (BEL W3B, Bel Engineering, Italia) previamente calibrado.

2.2.5. Determinacao de proteinas totais

Determinou-se a concentracdo de nitrogénio total utilizando o método semi-micro
Kjeldahl, segundo a metodologia n°® 920.152 proposto pela AOAC (2010). O resultado foi
multiplicado pelo fator de converséo (Fc) 5,75.

2.2.6. Determinacao de lipideos totais

Para extracdo da fracdo lipidica das amostras utilizou-se a metodologia descrita por
Bligh e Dyer (1959). Foram pesados 3 g da farinha de casca de café. Os resultados foram

expressos em ¢.100 g

2.2.7. Determinacéo de acucares totais, redutores e ndo redutores

Determinaram-se os agucares redutores (AR) pelo método do &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS), proposto por Miller (1959). O método baseia-se na redu¢do do DNS (cor amarelo), a
um composto de coloragdo avermelhada, o acido 3-amino-5-nitrosalicilico, pela oxidacdo dos

monossacarideos redutores em meio alcalino.
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A mistura reacional foi constituida de 1 mL da amostra e 1 mL do reagente DNS e
sequido de agitacdo. Posteriormente, a mistura foi aquecida em banho-maria por 5 min para o
desenvolvimento da cor. Apds o resfriamento da mistura, adicionou-se 13 mL de &gua destilada
e agitou-se para dissolucdo. Para quantificacdo dos AR foram geradas curvas analiticas de
glicose nas concentragdes variando de 25x10° a 20x10* mg. mL™%, sendo as leituras realizadas
em espectrofotdbmetro (UV-1800, Schimadzu, Japdo) a 540 nm. Os coeficientes de
determinacdo das curvas analiticas ndo foram inferiores a 0,9985. Para determinagdo de
acucares totais (ACT) utilizou-se 0 método adaptado por Matissek et al. (1998), nesta etapa
acucares nao redutores (ANR) foram hidrolisados com HCI concentrado sob aquecimento.
Posteriormente, a mistura foi neutralizada com NaOH (15 g. 100 mL™). A quantificacéo se
procedeu de modo idéntico para os AR. Calculou-se os ANR pela diferenca entre os teores de

ART e AR. Os resultados foram expressos em mg de glicose.100 mL™,

2.2.8. Determinacédo da composicdo de minerais

O procedimento de decomposicdo acida da casca de café consistiu na adicdo, em tubos
de digestdo, de 0,5 g de amostra e 3 mL de acido nitrico concentrado deixando em capela de
exaustdo por 24 h. Apds esse periodo, no interior da capela de exaustdo, as amostras foram
aquecidas em chapas aquecedoras até a fervura (=150 °C). Ap6s 30 min, foi adicionado 1 mL
de peroxido de hidrogénio. Decorrida uma hora de digestdo foram adicionados 3 mL de acido
nitrico, acrescidos de 2 mL de perdxido de hidrogénio. As amostras foram mantidas nessa
condicdo até a formacdo de solucdo limpida, sem coloracdo amarela.

Apo6s o resfriamento, as amostras digeridas foram transferidas para tubos falcon
descontaminados e desmineralizados, e completado o volume para 12,5 mL com agua
deionizada. Os brancos analiticos constituiram-se da mesma mistura, acido nitrico e peréxido
de hidrogénio, usada na digestdo, sem a presenca da amostra.

A determinacdo dos analitos foi realizada empregando-se o0 espectrdmetro de emissédo
Optica com plasma de argdnio indutivamente acoplado, VISTA PRO (Varian, Mulgrave,
Australia) simultdneo com arranjo axial, com camara de nebulizacdo Sturman-Master e
nebulizador V-Groove, equipado com detector de estado solido com arranjo CCD (dispositivo
de carga acoplada).

Argbnio com 99,998% de pureza (White Martins, Brasil) foi utilizado como gas de
arraste. Todas as determinacGes foram realizadas com trés repeti¢6es expressas em miligramas
de mineral correspondente por quilograma de amostra (mg.kg™?). As condigdes operacionais do

equipamento foram: radiofrequéncia do gerador de 40 MHz, poténcia do gerador de
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radiofrequéncia 1,3 kW, tempo de integracdo do sinal de 1s, 15 L.min vazdo do argdnio
principal, 1,5 L.min™ vazdo do arg6nio auxiliar, 0,8 L.min™ vazao do argonio de nebulizacéo,
pressdo de nebulizacdo de 200 kPa, velocidade da bomba peristatica de 2 mL.min, detector
CCD linha de emissédo Bario (285,213 nm), Carbono (193,027 nm), Célcio (422,673 nm), Cobre
(324,754 nm), Ferro (238,204 nm), Potassio (766,491 nm), Magnesio (285,213 nm), Manganés
(257,610 nm) e Sodio (588,995 nm).

2.3. Investigacdo de antinutrientes na farinha da casca de café

2.3.1. Determinacdo de Taninos condensados (TC) - Método do butanol acidificado

Determinou-se por meio do método butanol- &cido os taninos condensados seguindo
metodologia recomendada por Porter et al. (1987). Esse método baseia-se na despolimerizacdo
oxidativa dos taninos condensados, catalisada por acido, resultando em antocianidina. Os

resultados foram expressos em mg de catequina.100g™* de farinha de casca de café.

2.3.2. Determinagéo de nitratos

Determinnous-se conforme o procedimento proposto por Cataldo et al. (1975). O ensaio
fundamenta-se na complexagdo do &cido salicilico pelo ion nitrato sendo as absorbéancias
medidas em espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu, Japao) a 410 nm. O nitrato foi extraido
com agua deionizada a 45 °C. A mistura reacional foi constituida de 0,25 mL do extrato e 0,8
mL de &cido salicilico 5% (v.v') em H.SO4 concentrado. A mistura foi mantida em repouso
por 20 min a temperatura ambiente (25 + 2 °C). Posteriormente, o pH foi ajustado para 12 pela
adicdo de 19 mL de NaOH 2N. Para quantificacdo do nitrato foram construidas curvas
analiticas, utilizando como padrdo analitico solucbes de nitrato de potassio com diferentes
concentragdes. Os resultados foram expressos em mg de nitrato. 100 g de farinha de casca de

café.

2.3.3. Determinacéo de saponinas

As saponinas foram determinadas por meio do procedimento proposto por Vigo et al.
(2003), utilizando cloreto de cobalto como reagente cromogénico em meio &cido. As
absorbancias foram medidas em espectrofotobmetro a 284 nm. Os resultados foram expressos

em g de saponina. 100 g de farinha de casca de café.
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2.3.4. Determinacdo de acido oxalico (oxalato)

Determinou-se conforme o protocolo proposto por Loures e Jokl (1990). O ensaio
fundamenta-se na extracao do acido oxalico sob aquecimento, na presenca do acido cloridrico,
sendo precipitado e quantificado pela titulagdo do oxalato de célcio com permanganato de

potassio. Os resultados foram expressos em mg de oxalato. 100 g de amostra.

2.4. Investigacdo da Atividade Hemolitica da farinha da casca de café (citotoxicidade)

2.4.1. Obtencao de eritrécitos humano

Os eritrécitos foram obtidos a partir de coletas de sangue venoso de pessoas voluntarias
sadias e ndo fumantes. Os voluntarios assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CAAE: 64801417.5.0000.0056). As coletas foram realizadas por profissional
habilitado do campus Juvino Oliveira, em Itapetinga, da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB).

2.4.2. Preparo da solucédo de eritrocitos

A solucdo de eritrécitos foi preparada de acordo descrito por Gido et al. (2010), as
amostras de sangue foram centrifugadas a 1000 x g por 15 min, sendo desprezado o
sobrenadante (plasma). A camada inferior, constituida de eritrdcitos foi adicionada de tampéo
fosfato salino (PBS) a pH 7,4 a 10 mM, e posteriormente centrifugado a 1000 x g por 10 min.
O sobrenadante foi removido e os eritrocitos foram lavados com PBS até o sobrenadante ficar

transparente. Os eritrdcitos foram reconstituidos com PBS de forma a obter uma solugéo a 10%.

2.4.3. Efeito sobre a hemolise

O ensaio foi conduzido de acordo 0 método proposto por Latoud (1986) com adaptacOes
propostas por Zhen et al. (2015). A mistura reacional foi constituida de 1 mL da suspenséo de
eritrocitos, 1 mL da amostra e 2 mL do tampao fosfato salino. Para cada amostra preparou-se
um tubo branco, onde a suspensdo de eritrocitos foi substituida pelo tampéo fosfato salino.
Como controle positivo foi utilizada a suspensdo de eritrocitos adicionada de agua. Para o

controle negativo utilizou-se a suspenséo de eritrocitos e o tampdo fosfato salino. As misturas
67



foram incubadas a 37 °C por 60 min. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 2 mL de PBS (4
°C). Posteriormente, as solucdes foram centrifugadas a 1000 x g por 10 min. As leituras das
absorbéancias foram realizadas em espectrofotometro a 540 nm. Os resultados foram expressos

em % de hemdlise de acordo a Equacéo 2.

(Aamostra — Acontrole negativo) — 100 (Eq 2)

% Hemolise =
controle positivo — Acontrole negativo

Onde:
Aamostra: absorbancia da amostra;
Acontrole negativo: absorbancia do controle negativo;

Acontrole positivo: @bsorbancia do controle positivo.

2.5. Determinacdo dos constituintes fendlicos Totais (CFT) da farinha da casca de café

Determinaram-se os CFT de acordo com a ISO 14502-1: (2005), utilizando o reagente
de Folin-Ciocauteau. O ensaio fundamenta-se na reducdo dos acidos fosfomolibidico e
fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidagdo (cor amarela), por
agentes redutores (constituintes fendlicos), originando os chamados complexos molibdénio-
tungsténio de coloracdo azul. Assim, a alteracdo na coloracdo permite determinar a
concentracdo das substancias redutoras.

Para quantificacdo utilizou-se uma curva analitica de &cido galico nas concentragdes de
0,01; 0,03; 0,05; 0,07 e 0,09 mg.mL™ . Os coeficientes de determinagdo das curvas analiticas
ndo foram inferiores a 0,9992. Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico
(EAG). 100 g* de farinha de casca de café.

2.6. Determinacéo da capacidade antioxidante da farinha de casca de café

2.6.1. Meétodo do radical 2,2’ — azino — bis — 3 — etilbenzotiazolina — 6 — acido sulfonico
(ABTS)

Determinou-se a capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS™* de acordo com
RE et al. (1999). Previamente o radical ABTS™" foi gerado a partir da mistura reacional da
solugédo aquosa de ABTS a7 mM em 2,45 mM de persulfato de potassio, mantendo-se a mistura
ao abrigo da luz, a temperatura ambiente (25 = 2 °C) por 16 horas. A solucdo radicalar foi

diluida em etanol até se obter uma leitura de absorbancia 0,7 + 0,05 a 734 nm. O ensaio baseia-
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se na reducdo do radical ABTS™ de coloragdo azul-esverdeado, relativamente estavel, por
antioxidantes, resultando em num produto incolor oxidado ABTS.

As amostras com diferentes concentraces foram adicionadas a solucdo do ABTS™ e
apos 6 min a absorbancia foi medida em espectrofotdometro (UV-1800, Schimadzu, Japao). Os
resultados foram expressos em Concentracdo Efetiva média (CEsp), a partir da porcentagem de
inibicdo do ABTS (Eq. 3). A partir da porcentagem de inibicdo do ABTS das diferentes
concentragdes dos extratos, foram construidos os gréficos de dispersao, plotando-se no eixo Y
a porcentagem de inibicdo e no eixo X as concentragdes dos extratos (mg.mL™). Para calcular
0 CEsp utilizou-se a equacdo da reta, substituindo o valor de Y por 50 para obter a concentracao
da amostra com capacidade de reduzir 50% do radical ABTS.

LeituraABTso — LeituraABTsf

Eq. 3)

% de inibicao ABTS = ( ) x 100

LeituraABTSO

2.6.2. Inibicdo da oxidacdo acoplada do B-caroteno e acido linoleico

Utilizou-se o sistema modelo do beta-caroteno e &cido linoleico, adotando o
procedimento proposto por Marco (1968) modificado por Miller (1971). Este método utiliza o
acido linoléico, monopalmitato de polioxietileno sorbitan (Tween 40) e o B-caroteno. Trata-se
de um ensaio espectrofotométrico baseado na oxidagio (descolorag¢ao) do B-caroteno induzida
pelos produtos da degradacdo oxidativa do &cido linoleico, ou seja, 0 método avalia a atividade
de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacao do acido linoleico.

A mistura reacional foi constituida de 0,2 mL de amostra em diferentes concentragdes
e 5 mL de solugdo B-caroteno (1 mg de B-caroteno diluido em 10 mL de cloroférmio foi
misturado a 20 mg de acido linoléico e 200 mg do emulsificante Tween 20, ap6s obtencdo de
uma solucdo homogenea, o cloroférmio foi removido da mistura, a 50 °C, em evaporador
rotativo, em seguida adicionou-se 50 mL de dgua destilada sob vigorosa agitacdo. A mistura foi
incubada as 50 °C durante 120 min, a absorbancia foi medida em espectrofotémetro (UV-1800,
Schimadzu, Japdo) a 470 nm em intervalos de tempo de 0, 15, 30, 60, 90 e 120 min. Os

resultados foram expressos em porcentagem de capacidade antioxidante (CA%).

2.6.3. Ensaio do poder redutor
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O poder redutor das amostras foi determinado por meio da metodologia descrita por
Oyaizu (1988). O ensaio fundamenta-se na capacidade dos antioxidantes para reduzir o
complexo Fe (I11)/ ferricianeto [FeCla/KzFe(CN)s], a forma ferrosa, Fe (11), em meio &cido para
manter a solubilidade do ferro. Observando-se assim, a mudanca da coloracdo amarela
(Fe**/ferrocianeto) para tons de verde ou azul Fe (11).

A mistura reacional foi constituida de 1 mL de amostra e diferentes concentragdes, 2,5
mL de solucdo tampé&o fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL da solucgéo de ferricianeto de potassio
na concentracéo de 1 g.100g%. A mistura foi incubada a 100 °C por 20 min. Posteriormente, foi
adicionado 2,5 mL da solugdo aquosa de acido tricloroacético a 10 g.100 mL™, seguido de
centrifugagdo a 1000 x g. Transferiu-se 2,5 mL dessa mistura para outros tubos de ensaio, e
adicionou-se 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico a 0,1 g.100 mL™?, e agitou-
se. O tubo branco foi preparado nas mesmas condicdes, excetuando-se a amostra. A partir das
absorbancias das diferentes concentracdes dos extratos, foram construidos os graficos de
disperséo, plotando-se no eixo Y as absorbancias e no eixo X as concentragdes dos extratos
(mg. mL1). Os resultados foram expressos em Concentragdo Efetiva média (CEso). Para
calcular o CEso utilizou-se a equacdo da reta, substituindo o valor de Y por 50 para obter a
concentracdo de extrato com capacidade de reduzir 50% do complexo Fe (Ill)/ferricianeto
[FeCla/KsFe(CN)s]. A absorbancia foi lida em 700 nm.

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizagdo quimica e fisica de farinha de casca de café

Os valores médios da caracterizacdo quimica e fisica da farinha da casca de café estdo
apresentados na Tabela 1. A farinha de casca de café apresentou umidade de 9,55 g.100 g2,
valor que se enquadra nos parametros definidos pela legislacdo, que estabelece teor maximo de
umidade de 15% para farinhas obtidas de frutos e sementes (BRASIL, 2005b). Resultados de
umidade dentro do padrdo determinado pela legislacdo também foram observados por Duran et
al. (2017) que em seu artigo de revisao sobre 0s aspectos gerais e aproveitamento do café para
além da bebida, apresentou resultados de composi¢do da casca de café como umidade (13-
15%), cinzas (5,4-6,2%), proteinas (7-11%), lipideos (0,3-2,0%), acucar total (22,8-26,5%),

entre outros.
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Tabela 1. Valores médios * desvio padrdo da caracteriza¢do quimica e fisica da farinha da casca
de café.

Determinacdes Meédias + desvio (g.100g™)
Umidade 9,55+0,01
Cinzas 8,73+ 0,00
Proteinas 5,79 +0,81
pH 4,72 £0,02
AT (meq de NaOH. 100 g?) 1,27 +0,16
Lipideos 4,19 +£0,95
Acucar redutor 21,11 £ 0,54
Acucar nao redutor 2,52 £ 0,25
Acucar total 23,63 £ 0,02

Os resultados de cinzas (8,73 g.100g™) e agicar total (23,63 g.100g™!) encontrados no
estudo em questdo, também se apresentaram proximos aos observados por Duran et al. (2017).
Porém o contetido de proteinas (5,79 g.100g™t) ficou mais préximo aos resultados encontrados
por Del Castillo et al., (2019) e Esquivel e Jiménez (2012) quem determinaram que a casca de
café possui alto conteido em carboidratos (35-85%), fibras soltveis (30,8%), minerais (3—
11%) e proteinas (5-11%).

Estas variagcdes na composicdo da casca de café ocorrem normalmente, pois depende
diretamente do tipo e eficiéncia de processamento do café, da variedade, da cultura, do clima e
das condicBes de cultivo, como o tipo de solo (GARCIA e DEL BIANCHI, 2015).

Os teores médios da composicdo de minerais, percentual de valor diario de ingestdo
(%VD) da farinha de casca de café e Ingestdo Diaria Recomendacdo (IDR), estdo apresentados
na Tabela 2. Observa-se que a farinha da casca de café possui elevado contetdo de célcio, ferro,
potéssio, magnésio, manganés e fosforo, pois apresentaram elevado %VD.

A legislacdo define que um alimento precisa apresentar no minimo 15% do %VD para
gue possa ser empregado em produtos ou preparacdes alimenticias como fonte de minerais e
minimo de 30% para ser considerado como rico (BRASIL, 2012). Assim, percebe-se que a
farinha da casca de café s6 ndo se apresentou como fonte dos minerais cobre, sodio e zinco com
resultados de 0,07%, 1,52% e 10,71%, respectivamente.
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Tabela 2. Teores médios da composi¢do de minerais, percentual de valor didrio de ingestdo

(%VD) da farinha de casca de café e Ingestdo Diaria Recomendada (IDR).

Teor medios + desvio padrao IDR

Elemento %VD
(mg.100g™) (mg)

Bario 0,34 £0,01 - -
Célcio 241,24 + 27,06 24,12% 1.000,00
Cobre 0,67 £0,01 0,07% 900,00
Ferro 30,48 + 2,45 338,66-203,20% 9,00-15,00
Potassio 2.928,81 + 56,12 83,68% 3.500,00
Magnésio 98,04 £ 9,67 37,70% 260,00
Manganés 0,72+0,01 31,30% 2,30
Sédio 24,34 £ 2,10 1,52% 1.600,00
Fosforo 158,28 + 15,20 22,61% 700,00
Zinco 0,75 £ 0,05 10,71% 7,00

Fonte: BRASIL, 2005a.

Os resultados obtidos de célcio (24,12%) e magnésio (37,70%) presentes na casca de
café ajudam na manutenc¢do de um conjunto de atividades hormonais vitais ao organismo, pois
a deficiéncia do calcio pode provocar osteoporose em adultos e até raquitismo em criangas
(SILVEIRA, 2017). Ja a deficiéncia de magnésio pode promover interferéncia no metabolismo
dos carboidratos (SALES et al., 2014).

E importante que os niveis de magnésio estejam adequados no organismo humano, para
prevencdo de diversas doencas, incluindo as cardiovasculares e sistémicas. Inclusive, a baixa
ingestdo regular desse mineral foi associada a maior chance de desenvolvimento de depressédo
em adultos (TARLETON e LITTENBERG, 2015).

A quantidade de ferro presente em 100 g da farinha da casca de café apresentou %VD
bem acima da IDR, dessa forma seriam necessarias quantidades menores que 50 g da farinha
para atingir valores dentro do intervalo recomendado da IDR.

O ferro € um mineral essencial para 0s seres vivos, pois desempenha importantes
fungdes no metabolismo humano (MILMAN, 2011). Esse metal € componente de citocromos,
de moléculas ligantes de oxigénio (hemoglobina e mioglobina) e cofator de uma série de
reacOes enzimaticas. O ferro participa de reacfes metabolicas essenciais tais como transporte e
armazenamento de oxigénio, sintese de DNA e reacOes de liberacdo de energia na cadeia de
transporte de elétrons (LIU et al., 2016).
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O ferro provido da dieta constitui-se de dois tipos: o ferro heme e o ferro ndo heme. O
primeiro é encontrado na hemoglobina e mioglobina, proveniente das carnes vermelhas,
principalmente visceras (figado e mitdos), carne de aves, suinos, peixes e mariscos, enquanto
o ferro inorganico € obtido de cereais, hortalicas folhosas verde-escuras e leguminosas como o
feijao e a lentilha (GROTTO, 2010).

O potéssio se destacou entre 0s minerais avaliados, pois apresentou um %VD de
83,68%, 0 consumo de alimentos contendo esse mineral € muito importante, pois € regulador
da atividade neuromuscular, como, por exemplo, a fadiga, fraqueza e cdibras, e promocéo do
crescimento celular (MARQUES et al., 2010).

O fosforo também é um elemento essencial aos 0ssos, além dos dentes e sistema
nervoso. Com o resultado de 22,61% a farinha da casca de café também se apresenta como
fonte de fosforo.

Diante dos resultados obtidos de composicao quimica e fisica, a farinha da casca de café
se torna uma matéria-prima rica em nutrientes, pois apresenta elevado conteudo de proteinas,

lipideos, carboidratos e minerais.

3.2. Investigacao de antinutrientes e citotoxicidade da farinha da casca de café

Os componentes que se apresentam como antinutrientes séo caracterizados por se ligar
a vitaminas e minerais e impedir dessa forma sua absorcao no organismo, além de se tornarem
toxicos quando consumidos em quantidades elevadas. Assim, os valores médios da composicao
de antinutrientes e a citotoxicidade por meio da capacidade hemolitica da farinha da casca de
café estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Avaliacdo de antinutrientes e citotoxicidade em farinha da casca de café.

Antinutrientes Médias + desvio (mg.100g™)
Nitratos 4,43 £0,94
Oxalatos 6,40 + 0,56
Saponinas 1,29 + 0,05

Taninos condensados — butanol (mg.ml™?) 7,61+0,70
Citotoxicidade (%)

Hemolise 5,86 + 0,31

A farinha da casca de café apresentou 4,43 mg de nitrato. 100 g de amostra. Resultado

que pode ser considerado baixo quando comparado aos valores de ingestdo diaria aceitavel
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(IDA) para nitratos e nitritos preconizados pela legislagdo. A IDA para nitrito ¢ de 0,06
(mg.kg.diat)? e para nitrato é de 3,7 (mg.kg.dia?)?, ressaltando que a IDA n&o deve ser
aplicada as criangas menores de 3 meses de idade. Alimentos destinados as criangas com menos
de 6 meses de idade ndo podem conter nitrito como aditivo (FAO, 1996).

Os nitratos interferem no metabolismo da vitamina A e nas funcdes da glandula tireoide,
podendo sofrer reducdo a nitrito no organismo e, apds absorvidos, originar cianoses devido a
formacdo de metamioglobina, ou ainda, reagir com aminas secundarias e terciarias formando
composto N-nitrosos, potencialmente carcinogénicos (LOPES, 2009).

Também pode-se observar baixos teores de oxalatos na farinha da casca de café (6,40
mg.100 g* de amostra). O oxalato esta presente em grande quantidade nos alimentos de origem
vegetal, sendo o espinafre e a carambola (180-730 mg.100 g*) alimentos considerados com
elevada quantidade de oxalatos, assim ndo sdo recomendados para pessoas com tendéncia a
formacédo de célculos renais e com outros problemas relacionados a estes tipos de sais, como
artrite e reumatismo (MASSEY, 2007; MOREIRA, 2010). O acido oxalico se liga ao célcio,
diminuindo sua disponibilidade para a realizacdo de numerosos processos fisiologicos,
formando oxalato de calcio, pouco soluvel na urina, que aumenta o risco de formacédo de
calculos renais.

Ademais, de acordo com (Fassett, 1973) para que os teores de oxalato, expresse efeito
adiverso a saude, é necessaria que uma razao entre os teoresde oxalato:calcio, exceda 9:4. Isto
ndo se observa em nossos resultados. Deste modo, a farinha da casca de café ndo apresenta risco
a saude do consumidor.

Quanto aos teores de taninos, observa-se que na literatura ainda ndo existe dados
relacionados com a quantidade minima para seu efeiti abservo (DAMODARAN, 2010;
DELFINO, 2010). Embora, estes fitoquimicos sdo considerados agentes antinutricionais devido
a sua capacidade de ligar diferentes proteinas e enzimas, bem como ao fato de interferirem na
biodisponibilidade do ferro e outros minerais (SAMTIYA, ROTIMI, DHEW, 2020).

A atividade de taninos e polifendis relacionados, é altamente depende da dose aplicada
e das sinergias estabelecida entre moléculas atuantes. Portanto, € necessario continuar
investigacGes sobre os mecanismos de acdo dessas substancias, favorecendo o seu uso em
produtos farmacéuticos formulagdes alimenticias (OGAWA, YAZAKI, 2018, FRAGA-
CORRAL et al, 2020).

As saponinas desempenham um amplo espectro de efeitos bioldgicos, incluindo
propriedades citotdxicas e antitumorais, que sdo as mais estudadas. A toxicidade das saponinas
para animais de sangue quente depende do método de administracdo, fonte, composicéo e

concentracdo da mistura de saponinas (SOBOLEWSKA et al., 2020).
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A fim de avaliar a citotoxicidade da farinha de casca de café foi realizado o teste
hemolitico. A farinha da casca de café apresentou 5,86% de hemdlise e com este resultado,
pode-se inferir que esta ndo € toxica, uma vez que valores inferiores a 20% de hemdlise séo
considerados baixos. Segundo Andrade et al. (2016) um alimento s6 é considerado toxico
quando os resultados de hemolise forem maiores que 50%.

Diante dos resultados obtidos de antinutrientes e citotoxicidade da farinha de casca de
café, pode-se inferir que esta ndo apresenta risco de consumo pois, possui baixo conteudo de

antinutrientes e % hemolitica.

3.3. Determinagdo dos Constituintes fenolicos totais e capacidade antioxidante da

farinha da casca de café

Os valores médios dos constituintes fendlicos totais (CFT) e capacidade antioxidante da
farinha da casca de café estdo apresentados na Tabela 4. Observa-se que a casca de café
apresenta elevado teor de constituintes fendlicos totais sendo, portanto, fonte em potencial para
inserir ou agregar, em formulagcdes alimenticias, uma maior quantidade de fendlicos,

constituintes que trazem beneficios a salde por apresentarem capacidade antioxidante.

Tabela 4. Constituintes Fenolicos Totais (CFT) e capacidade antioxidante (CA) da farinha da

casca de café.

Determinacdes Meédias * desvio
CFT (mg de EAG.100gY) 1.358,65 * 36,05
Capacidade antioxidante

ABTS™" (CEso mg.ml™) 18,63+ 0,76
Poder Redutor (CEso mg.mlt) 2,28 + 0,02
Inibigdo da oxidagdo B-caroteno e acido linoleico (%CA) 73,43 +4,41

EAG=equivalente em &cido galico; ABTS=radical 2,2’ — azino — bis — 3 — etilbenzotiazolina — 6 — &cido sulfonico;
CEso=concentracdo efetiva média.

Os resultados CFT encontrados no estudo em questdo foram superiores aos valores
encontrados por Melo (2013) em casca de café seca (823,67 mg EAG 100 g1) e por Neves
(2019) em extrato aquoso de cascas de café (396,8 mg EAG.100 g & 454,5 mg EAG.100 g).
Porém, esta variacdo nos teores de fenolicos encontrados é justificada pela influéncia de
diversos fatores, tais como: maturacdo, espécie, praticas de cultivo, origem geografica, estagio
de crescimento, condicGes de colheita e processo de armazenamento (SOUSA et al., 2010).

Além disso, a quantidade de fenolicos presentes nos vegetais pode variar de acordo com fatores
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que ndo sdo intrinsecos ao alimento, como radiacao solar, época do ano, periodos chuvosos ou
ndo, radiagdo UV, dentre outros fatores, que podem interferir no metabolismo e producdo de
fendlicos nos alimentos (MACHADO et al., 2008).

A capacidade antioxidante foi avaliada por meio das analises de ABTS, poder redutor e
[-caroteno e acido linoleico, sendo que tais analises indicaram excelente acdo das cascas de
café na prevencdo contra oxidacdo. O ensaio por meio do radical ABTS™", indicou que seriam
necessarios apenas um pouco mais do que 18 mg de amostra para inibir 50% da oxidacao. Esta
capacidade antioxidante foi confirmada com a realizacdo dos demais métodos de investigacéo.

Resultados mais baixos obtidos por CEsp, indicam maior capacidade antioxidante pois,
esta relacionada com a quantidade (mg) de amostra necessaria para inibir a oxida¢do em 50%.
Ao avaliar a CA pelo ensaio poder redutor, foi possivel confirmar o potencial da farinha da
casca de café como alimento com elevada capacidade antioxidante.

No ensaio de inibicdo da oxidacéo acoplada do B-caroteno, a farinha da casca de café se

mostrou capaz de inibir 73,43% da oxidagé&o.

4. Conclusao

Constatou-se que a farinha da casca de café possui compostos de valor agregado com
alta funcionalidade e/ou bioatividade, sendo uma fonte promissora para estudos nutricionais em
proteinas, lipideos, carboidratos e minerais, destacando-se como fonte de calcio, potéssio,
magnésio, manganés e fésforo, além de ser rica em ferro. Apresenta ainda, um expressivo teor
de constituintes fendlicos e elevada capacidade antioxidante.

Dessa forma, as cascas de café surgem como uma alternativa inovadora com
possibilidade de utilizacdo em formulacGes alimenticias, ndo apresentando risco a saude
humana por antinutrientes e citotoxicidade.

Conclui-se que, cascas de café, surgem como uma alternativa sustentavel e inovadora
com destaque para cadeia produtiva do café, com possibilidade de utilizacdo em formulacdes

alimenticias, além de ndo apresentando risco a saude humana.
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Capitulo IV
|1 Etapa

CHOCOLATES ESCUROS PRODUZIDOS COM ADICAO DE FARINHA DE
CASCA DE CAFE (Coffea arabica L.): CARACTERISTICAS DE TEXTURA,
REOLOGICAS E AVALIACAO SENSORIAL

81



Resumo

Para producéo de chocolate é indispensavel o conhecimento dos parametros fisicos,
quimicos e microbiologicos definidos por legislacGes outros parametros também sdo levados
em consideracdo para avaliar a qualidade do chocolate, como textura, parametros reoldgicos e
sensoriais. Assim, objetivou-se produzir chocolates escuros com adicéo de farinha da casca de
café e avaliar os efeitos nas caracteristicas de textura, reoldgicas e sensoriais. Foram produzidos
chocolates escuros com adicdo de diferentes proporcdes da farinha da casca de café (0%; 2,5%;
5%; 7,5% 2 10% de farinha de casca de café). Realizou-se as determinacdes fisicas e quimicas
(pH, acidez, cinzas, proteinas, umidade, agucar redutor, ndo redutor e total e lipideos),
microbioldgicas (coliformes totais, Escherichia coli, Salmonella spp., bolores e leveduras),
reoldgicas (viscosidade e tensdo inicial de Casson e tixotropia), textura instrumental (TPA e
ensaio de corte) e avaliacdo sensorial (aceitacdo, intencdo de compra e CATA). Verificou-se
um aumento significativo dos teores de umidade, cinzas, proteinas e acidez titulavel na
composic¢do das formulacBes de chocolate a medida que se aumentou a propor¢do de FCC. As
formulacGes de chocolates se apresentaram em conformidades para os padrées microbioldgicos.
Ademais, constatou-se Otimos parametros de textura e reologia. Os provadores, mesmo
atribuindo notas menores para as formulagdes de chocolate adicionadas de FCC, ainda se
observou boa aceita¢cdo com médias que variaram entre 6,08 e 8,13. Observando-se, portanto,
que os provadores gostaram de todas as formulacdes. Com a analise do CATA verifica-se que
atributos, como maior acidez e amargor, identificadas com maior intensidade nas amostras com
porcentagem maiores da FCC podem ter influenciado nas notas atribuidas pelos provadores no
teste de aceitacdo. Assim, conclui-se pelos pardmetros testados, que o as formulacGes de
chocolate com adicdo de FCC apresentaram bons parametros de qualidade, relativos as

determinac6es fisicas, quimicas, microbioldgicas, de textura, reol6gicos e sensoriais.
Palavras-chave: Ensaio rotacional, Casson, textura, cor, CATA.
1. Introducdo
Uma formulagdo de chocolate é basicamente constituida por liquor/massa de cacau,
manteiga de cacau, agucar, emulsificante (geralmente lecitina de soja) e em alguns casos leite
em pd (BECKTT et al., 2017). Carneiro et al. (2011) e Sandri et al. (2012) relatam que as

formulac@es utilizadas para elaboracao de chocolates séo inimeras e dependem de preferéncias
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regionais, culturais e da legislacdo de cada pais em relacéo as concentracGes de cacau, solidos
do leite e quantidades e tipos de gorduras vegetais permitidas.

Normalmente, as grandes industrias mantém em sigilo os detalhes que garantem a
diferenciacdo dos seus produtos, pois a composicdo do chocolate desempenha um papel
importante durante o processamento. As diferentes interacGes que ocorrem entre os ingredientes
determinam a microestrutura final do produto que influencia as propriedades de fusé&o,
cristalizagio e formacao de fat Bloom (FERNANDES, MULLER e SANDOVAL, 2013).

Dentre os diferentes tipos de chocolates comercializados, os chocolates escuros com
alto teor de cacau, produtos gourmet premium e produtos contendo outros constituintes
bioativos adicionados intencionalmente sdo tendéncias no mercado mundial devido aos efeitos
benéficos a saude (AGIBERT e LANNES, 2018). De acordo com Sandri et al. (2012) e Baldin
et al. (2016), os referidos constituintes, encontram-se em abundancia em matérias primas ndo
convencionais, como cascas de frutas e vegetais, os quais tém sido incorporados em diversos
produtos alimenticios, visando além de aumentar a quantidade de funcional, atender ao apelo
de consumidores que buscam produtos agradaveis, praticos e com elevado valor nutricional.

Desse modo, visando explorar outras possibilidades de aplicacédo da farinha da casca de
café, como sua adi¢do em produtos alimenticios, buscou-se a combinacdo com o chocolate, a
fim de desenvolver um novo produto com grande potencial funcional e nutricional e com
caracteristicas sensoriais distintas, sem comprometer suas caracteristicas de qualidade, sejam
elas fisicas, quimicas, microbioldgica, de textura ou sensoriais.

Segundo Leite et al. (2013) e Konar et al. (2016), a textura do chocolate requer um
comportamento especifico, no qual o produto deve apresentar-se solidificado a temperatura
ambiente (20-25 °C) e, a temperatura da boca (37 °C), deve fundir-se rapidamente, se tornando
um fluido de viscosidade apropriada.

A andlise de reologia avalia essa viscosidade e dessa forma se torna um dos parametros
cruciais da qualidade. A reologia fornece uma indicacdo do comportamento do fluxo do
chocolate sob varias condicbes (GONCALVES e LANNES, 2010; HINNEH et al., 2019) e
predizem o comportamento da massa durante o processamento, bem como a organizacdo
estrutural, as interacGes dentro do sistema e as propriedades sensoriais do produto final (PAJIN
etal., 2013; ZARIC et al., 2016).

Portanto, o estudo de propriedades fisicas é fundamental para avaliar o comportamento
do produto durante a produgdo, armazenamento e acondicionamento até o momento do
consumo (AFOAKWA et al., 2009), pois ao controlar as propriedades fisicas do chocolate
(reologia, comportamento calorimétrico e parametros de textura) € possivel garantir a

viabilidade da producéo industrial de produtos estaveis e de qualidade. E ao apresentar boa
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correlagdo com os testes sensoriais, a medicdo instrumental das caracteristicas de textura
também pode ser usada em estudos de rotina e avaliacdo de qualidade (GLICERINA et al.,
2013; GUNARATNE et al., 2019).

Sendo assim, objetivou-se produzir chocolates escuros com adicéo de farinha de casca

de café e avaliar os efeitos nas caracteristicas de textura, reoldgicas e sensoriais.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB),
campus ltapetinga-BA, utilizando o Laboratorio de Processamento de Leite e Derivados,
laboratério do Nucleo de Estudos em Ciéncia de Alimentos (NECAL), Laboratério de Ensaio
dos materiais e Laboratério de Andlise sensorial. Utilizou-se também o laboratorio de
tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Faculdade de ciéncias farmacéutica da Universidade
de S&o Paulo (USP). Na conducdo do experimento foram realizadas trés repeticbes em

replicatas, utilizadas em cada uma das andlises.

2.1. Obtencéo da casca de café e producéo da farinha

Foram utilizadas cascas de café da espécie Coffea arabica L., produzidos com manejo
organico na Fazenda Floresta - Povoado de Pau Ferrado, municipio de Ibicoara-BA, localizada
na regido da Chapada Diamantina, meridional 13°, 24’ 50,7 latitude Sul e 41°, 17°, 7.4
longitude oeste de Greenwich e altitude aproximada de 1.027 m acima do nivel do mar. A
precipitacdo minima anual é de 1.179 mm e maxima anual de 1.868mm, sendo o maior nivel
encontrado de outubro a mar¢o (FAZENDA FLORESTA, 2012). As cascas de café previamente
secas, foram trituradas em moinho de facas tipo Willey (Solab, SL-031, Brasil), peneiradas para

reducdo da granulometria das particulas em 60 mm e obtencéo da farinha (Figura 1).
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Figura 1. Cascas de café secas (a) e trituradas no moinho de facas (b) e farinha de casa de café

com granulometria de 60 mm (c).

Fonte: proprio autor.

2.2. Processamento das formulagdes de chocolate

As formulacBes de chocolate foram previamente padronizacdo em funcdo do teor de
solidos de cacau (massa e manteiga de cacau) em 55% e lecitina de soja 0,4%. O teor de agucar
variou em funcdo da adicdo de farinha de casca de café, testadas nas concentracdes de 0,0%,
2,5%, 5,0%, 7,5% e 10,0%, conforme demostrado na (Tabela 1).

Tabela 1. Formulacdo utilizada para producéo dos chocolates 55% (sélidos totais de cacau) com

adicdo da farinha de casca de café (FCC).

Ingredientes F1 F2 F3 F4 F5
Massa de cacau 49,0 49,0 49,0 49,0 49,0
Manteiga de cacau 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Acucar refinado 44,6 42,1 39,6 37,1 34,6
Lecitina de soja 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Farinha de casca de café 0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
Total 100 100 100 100 100

F1=formulacdo com 0% de casca de café; F2= formulagdo com 2,5% de casca de café; F3= formulagdo com 5,0%
de casca de café; F4= formulagdo com 7,5% de casca de café; F5= formulagdo com 10,0% de casca de café.

Valores em porcentagem (%).

As formulagdes de chocolates escuro foram produzidas um moinho de pedra (Melanger
Spectra 11, EUA) a temperatura média de (57 + 2 °C), sendo nesta, realizada as etapas de

conchagem e refino (Figura 2). Foram adicionados a massa de cacau e homogeinizada por 1
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hora. Sequencialmente, misturou-se lentamente, o agucar, a farinha de casca de café e parte da
manteiga de cacau. A mistura dos ingredientes foi mantita sob agitacdo por 21 horas.
Posteriormente, foram adicionadas a quantidade remanescente da manteiga de cacau.
Finalmente, adicionou-se a lecitina, 30 minutos antes de finalizar a ebaboracdo dos chocolates,

totalizando assim, 24 horas de processamento.

Figura 2. llustracdo das etapas de moagem, mistura, conchagem e refino na Melanger Spectra
11

Fonte: proprio autor.

Ap6s o processo de mistura, refino e conchagem, o chocolate foi conduzido para o
processo de temperagem em temperadeira (Finamac, Mini Chocomachine, S&o Paulo, Brasil)
(Figura 3), o chocolate permaneceu por 30 min a 45 °C na temperadeira sob constante agitacao,
apos isso, foi resfriado até atingir uma temperatura de 30 °C, para posterior moldagem em

formas de acrilico.
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Figura 3. Temperadeira utilizada no processo de temperagem do chocolate.

Fonte: préprio autor.

As formas passaram por vibracdo manual para evitar formacdo de bolhas de ar na
superficie dos chocolates. Em seguida, foram refrigerados a temperatura de 4 °C. Ap0s
resfriados, os chocolates foram embalados com papel chumbo (Figura 4) e armazenados em

temperatura ambiente (25 £ 2 °C) para posterior analises.

Figura 4. Chocolates ap6s processo de moldagem e embalagem.

Fonte: prdprio autor.

1.1. Caracterizagdo quimica e fisica do chocolate

1.1.1. Determinacéo de umidade
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A umidade foi determinada de acordo com a metodologia n® 984.25 da AOAC (2010),
por secagem em estufa (SX-DTME, Marca Prolab - Brasil) a 105+2°C até peso constante, sendo
utilizadas 5 g de amostra.

1.1.2. Determinacédo de cinzas

O teor de cinzas totais foi determinado por calcinagdo de 5 g de amostra em mufla,
(Marconi - Brasil) a 550+2°C até peso constate conforme o procedimento n® 925.51 proposto
pela AOAC (2010).

1.1.3. Determinacdo de acidez titulavel (AT)

A acidez titulavel foi determinada por meio do método potenciométrico, utilizando-se
10 g da amostra previamente macerada em 100 mL de agua destilada seguindo metodologia n®
942.15 descrita pela AOAC (2010).

1.1.4. Determinacdo do potencial de hidrogénio (pH)

As medidas do pH foram realizadas por potenciometria, conforme a metodologia n°
981.12 descrita pela AOAC (2010). As leituras foram realizadas diretamente em pHmetro
digital (BEL W3B) previamente calibrado.

1.1.5. Determinacao de proteinas totais

O teor de proteina foi determinado, avaliando-se a concentracdo de nitrogénio total
utilizando o método semi-micro Kjeldahl, segundo a metodologia n°® 920.152 proposto pela
AOAC (2010), recolhendo-se a amdnia liberada em &cido borico a 4%. O resultado serd
multiplicado pelo fator de conversdo (Fc) nitrogénio: proteina estabelecido pela Legislacdo
Brasileira (BRASIL, 2003).

1.1.6. Determinacéo de lipidios totais

Os lipidios foram extraidos e determinados conforme metodologia descrita por Bligh e
Dyer (1959). Foram pesados 3 g para amostra da farinha de casca de café e 2 g para as amostras

de nibs e chocolate. Os resultados foram expressos em g. 100g™.
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1.1.7. Determinacdo de acucares redutores, ndo redutores e totais

Determinou-se os acgucares redutores (AR) pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS), proposto por Miller (1959). O meétodo baseia-se na reducdo do DNS (cor amarelo), a
um composto de coloracdo avermelhada, o acido 3-amino-5-nitrosaliciclico, pela oxidagédo dos
monossacarideos redutores em meio alcalino.

A mistura reacional foi constituida de 1 mL da amostra e 1 mL do reagente DNS e
seguido de agitacao. Posteriormente, a mistura foi aquecida em banho-maria por 5 minutos para
0 desenvolvimento da cor. Apds o resfriamento da mistura, adicionou-se 13 mL de agua
destilada e agitou-se para dissolugdo. Para quantificacdo dos AR foram geradas curvas
analiticas de glicose nas concentragdes variando de 25,10 a 20,10 mg. mL™%, sendo as leituras
realizadas em espectrofotdbmetro (UV-1800, Schimadzu, Japao) a 540 nm. Os coeficientes de
determinacdo das curvas analiticas ndo foram inferiores a 0,9985. Para determinacdo de
acucares totais (ACT) utilizou-se 0 método adaptado por Matissek et al. (1998), nesta etapa
acucares nao redutores (ANR) foram hidrolisados com HCI concentrado sob aquecimento.
Posteriormente, a mistura foi neutralizada com NaOH (15 g. 100 mL™?). A quantificagdo se
procedeu de modo idéntico para 0os AR. Calculou-se os ANR pela diferenca entre os teores de

ART e AR. Os resultados foram expressos em mg de glicose. 100 mL™.

1.2. Analise instrumental de cor

A anélise instrumental de cor das formulacGes de chocolate foi realizada por meio do
sistema de leitura de trés parametros, o0 CIELAB, proposto pela "Comission Internacionale de
I’Eclairage" (CIE), em 1971. Os parametros L*, a* e b* foram fornecidos pelo colorimetro
Colorquest XE (Hunter Lab, Estados Unido), no qual L* define a luminosidade (L* = 0 preto e
L* =100 branco) e as coordenadas a* e b* sdo responsaveis pela cromaticidade (+a* vermelho,
—a* verde, + b* amarelo, —b* azul).

O indice de brancura foi calculado em funcdo dos valores L*, a* e b*, utilizando a
equacdo (WI)= 100-((100-L*)? + (a*)? + (b*)?)%®, conforme proposto por Lohman e Hartel
(1994).

1.3. Andlises microbioldgicas

Para verificar a eficiéncia do processamento, as formulacdes de chocolate foram

analisadas microbiologicamente avaliando a auséncia de coliformes totais e coliformes
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termotolerantes. A confirmacéo dos coliformes totais foi feita em caldo Verde Brilhante Bile,
com incubagéo a 35°C por 48 horas. Para coliformes termotolerantes, foi utilizado caldo EC
incubado a 45°C por 24 horas, resultados expressos em UFC/ml (FDA, 2005).

Também foi avaliado a auséncia de Salmonella, com resultados expressos como

presenca ou auséncia em 25 g de produto (FDA, 2005) e bolores e leveduras.

1.4. Anélise Granulométrica

A granulometria das particulas de chocolate foi determinada por meio de micrémetro
digital (Mitutoyo, Braisl) com escala de Opm a 25um. Uma pequena parte da amostra de chocolate
foi fundida em placa de metal e misturada a um 6leo mineral antes de ser transferida, com uma

pequena espatula, para leitura direta no equipamento.

1.5. Andlise Reologica - Ensaio rotacional

O ensaio rotacional foi realizado em um Reémetro Haake-MARS (ThemoScientific,
Alemanha), com auxilio do software Rheowin. Utilizou-se sensor cone placa (C35/2Ti nédo
polida) com gap de 0,105mm, e banho termostatizado a temperatura de 40°C, seguindo método
proposto pela IOCC (2000).

O ensaio rotacional foi conduzido com taxa de cisalhamento controlada (CR), em trés
passos: (1) 0,00 1/s a 65,00 1/s,t =180 s; (2) 65,00 1/s,t =60 s; (3) 65,00 1/sa 0,00 1/s, t =
180 s. Os dados de viscosidade pléstica () e tensdo inicial (to) obtidos, foram adequados a
equacdo de casson (IOCCC, 2000). As analises foram realizadas em triplicata avaliando trés
repeticoes.

1.6. Anélise de textura instrumental
As analises de textura instrumental (Andlise do perfil de textura e ensaio tensdo de
ruptura) foram conduzidas em um texturbmetro (TA.HD Plus, Stable Micro Systems;
(Inglaterra).
1.6.1. Analise do perfil de textura (Texture profile analysis — TPA)
Utilizou-se um texturémetro equipado com uma célula de carga de 750 kg. Sendo as

condigdes dos ensaios (definidas por pré-testes): velocidade de pré-teste 1,0 mm.s; velocidade
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de teste 1,0 mm.s™; velocidade pos-teste 2 mm.s™. utilizando 50% de taxa de deformagc&o e taxa
de aquisicdo de dados de 200 pontos por segundo, probe p/100. As amostras utilizadas para
realizacdo da analise foram no formato alpino (2,5 cm de altura x 1,5 cm de largura) massa de
aproximadamente 10 g. Foram obtidos resultados referentes a dureza, adesividade, gomosidade
e coesividade. Para obtencdo de uma boa estimativa da avaliacdo dos ensaios foram realizadas
10 medicdes para cada repeticdo (BOURNE, 2002).

1.6.2. Textura instrumental: tensdo de ruptura (snap test)

O ensaio mecénico realizado promoveu o corte utilizando a probe (Extended Craft Knife
AJ/ECB), taxa de deformagcéo de 2 mm.s™?, distancia de compressdo de 5 mm e gatilho de 0,09
N. A coleta de dados foi realizada por meio do programa computacional Texture Expert for
Windows 1.20. A forca maxima de ruptura aplicada no centro das medalhas de chocolate,
expressa em quilogramaforca (kgf), avaliou-se através do registro da curva forca versus
deformacéo. Os valores da forca obtidos em cada ensaio foram divididos pela area de seccédo
transversal de cada medalha e a tens&o de ruptura foi expressa em kgf. (cm?)* e convertida em
N. Para obtencdo de uma boa estimativa da avaliacdo dos ensaios, realizou-se 10 medi¢des para
cada repeticdo (BOURNE, 2002).

1.7. Analise sensorial

Antes da realizagdo dos testes sensoriais, 0 presente estudo passou por aprovagdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB -
CEP/UFRB. Para cada voluntario participante foram entregues duas vias do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Certificado de Apresentacdo para Apreciacao
Etica - CAAE: 64801417.5.0000.0056).

Um total de 111 consumidores participaram deste estudo. Os participantes foram
recrutados entre alunos e funcionarios da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia que
demonstraram interesse no estudo, apresentaram disponibilidade de tempo e afinidade pelo

produto.

1.7.1. Teste de Aceitacgéo e inten¢ao de compra

Cinco amostras, cada uma com aproximadamente 3g, de chocolate escuro com farinha

de casca de café (0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10%), codificadas com numeros aleatdrios de trés
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digitos, foram servidas separadamente, em cabines individuais iluminadas por luz branca, onde
os consumidores avaliaram, para o teste de aceitacdo, os atributos aparéncia, aroma, textura,
sabor e impresséo global. Foi utilizada a escala heddnica de nove pontos, onde o valor 1
correspondeu a ‘“desgostei muitissimo” e o valor 9 a “gostei muitissimo”. Em seguida, 0S
consumidores indicaram por meio de uma escala de atitude de 5 pontos (1 correspondeu a
“decididamente ndo compraria” ¢ 5 correspondeu a “decididamente compraria”), 0 grau de
Intencdo de Compra do produto (DUTCOSKY, 2013). As fichas utilizadas para realizagéo dos

testes estdo representadas no anexo |.

1.7.2. Perfil sensorial - Check-All-That-Apply (CATA)

Na mesma ficha, onde foram avaliadas aceitacdo e intencdo de compra, foram
apresentados aos participantes uma lista contendo 24 termos, descritos a seguir: aroma fraco e
forte de chocolate, aroma fraco e forte de casca de café, aroma fraco e forte doce, sabor pouco
e muito amargo, sabor pouco e muito adstringente, sabor pouco e muito acido, sabor fraco e
forte de casca de café, sabor fraco e forte residual, textura pouco e muito dura, textura pouco e
muito arenoso, textura pouco e muito cremoso de acordo com a ficha de avaliacdo representada
no Anexo |. Os termos foram obtidos por meio de referéncias obtidas na literatura e por

possiveis caracteristicas que a adicdo da casca de café ao chocolate pudesse apresentar.

1.8. Delineamento experimental

O experimento seguiu um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com cinco
tratamentos (0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% de adi¢do da farinha de casca de café) e trés repeticoes.
Os resultados foram submetidos a analise de regressdo em funcdo dos tratamentos a 5% de
significancia. Os modelos matematicos foram escolhidos de acordo com os efeitos
significativos do modelo proposto (p < 0,05), falta de ajustamento néo significativa (p > 0,05)
e coeficientes de determinacgdo (R?) em relagdo ao SQTRAT que foram capazes de explicar a
variacdo total por meio da regressdo ajustada. Todas a analises foram realizadas por meio do

pacote estatistico Statystical Analysis System® verséao 9.0.
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2. Resultados e discussao

2.1. Producdo e caracterizacdo do chocolate adicionado da farinha da casca de café
(FCC).

Os chocolates produzidos, apos passarem pela etapa de refino, apresentaram particulas
com granulometria que se mantiveram entre 0,20 e 0,22 um ndo apresentando diferenga
significativa (p > 0,05) entre as formulac6es sem e com FCC. Isso demonstra que a adi¢do de
FCC nas concentracfes estudadas ndo afetou esse importante parametro de qualidade.

Segundo Bohme et al. (2016) as particulas devem ser menores que 30 um, idealmente
entre 20-25 um de modo que se tornem suficientemente pequenas para ndo serem percebidas.
O tamanho das particulas distribuidas no chocolate tem influéncia nas caracteristicas fisicas e
sensoriais desse produto como a arenosidade, que é a sensacdo de particulas asperas no produto
ao ser derretido na boca e pode estar associada a presenca de particulas grandes no produto
(BECKETT, FOWLER, e ZIEGLER, 2017). Portanto, as formulag¢Ges de chocolate com adi¢ao
da FCC apresentaram particulas dentro do que é considerado ideal.

De acordo com os resultados obtidos para verificar a influéncia da adi¢cdo da FCC na
composicao dos chocolates escuros observou-se que as variaveis umidade, cinzas, proteinas e
acidez titulavel apresentaram efeito linear crescente em sua composicdo a medida que se
aumentou a proporc¢do da FCC adicionada (Figura 5).

A variagdo de umidade ficou entre 1,12 e 1,86 meq de NaOH. 100 g de amostra. O
aumento no conteudo de umidade das amostras de chocolate testadas foi influenciado pela
umidade presente na casca de café que apresentou em sua composicdo umidade de 9%. Porém,
mesmo apresentando um aumento significativo entre as formulagdes, a umidade dos chocolates
se manteve dentro do limite permitido pela legislacdo que preconiza valores maximos de 3%
(BRASIL, 1978).

Um chocolate com umidade elevada provoca aumento da sua viscosidade, que prejudica
todas as etapas de manufatura e o produto acabado e, consequentemente, favorece 0 “sugar
bloom” (SCHUMACHER et al., 2010). O teor de umidade das barras de chocolate depende

diretamente da umidade dos ingredientes, do processamento e da vida-de-prateleira do produto.
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Figura 5. Variaveis que apresentaram efeito linear crescente por meio da adicdo da FCC ao

chocolate.
2,0 § 2,2
y = -0,0688x +11906 y =0,0854x +1,2433
R2 = 0,94 R2=0,99
2,0 1
r“ -
= o
S € 18
(@)
E g
© [}
3 N 16 |
£ (3]
14 1
[ ]
1,0 ‘ : : : 1,2 ‘ : : :
0,0 2,5 50 75 10,0 0,0 25 5,0 75 10,0
Quantidade de casca de café (%) Quantidade de casca de café (%)
7,6 q o 114
y =0,1196x + 6,1586 ° 8‘) y =0,0347x +0,6425
74 1 R2=0,92 S R2=0,97
I‘ 1,0
(]
q S
: < o0
()
° g .
g © 08 A
£ e 0
3 i
- 2
=] 0,7 °
N
(5]
9 [
(&)
6,0 . . . . < 06 . . . .
0,0 25 5,0 75 10,0 00 25 5,0 75 10,0
Quantidade de casca de café (%) Quantidade de casca de café (%)

O conteudo de cinzas, mesmo com aumento siginificativo, também se enquadrou nos
limites estabelecidos pela legislacdo, que preconiza resultados inferiores a 2,5% (BRASIL,
1978). O aumento no contetdo de cinzas condiz com a quantidade dos minerais nas
formulacGes testadas pois, assim como o cacau, a casca de café é fonte em inUmeros minerais
essenciais, como célcio, magnésio, potassio e manganés (RICHTER e LANNES, 2007).

A acidez apresentou resultados que variaram entre 0,64 e 0,98 meqNaOH.100g™
apresentando aumento significativo (p < 0,05) a medida em que foi sendo adicionada maiores
proporcOes da farinha da casca de café. A acidez em formulacGes de chocolate é diretamente
influenciada pelas etapas de fermentacéo, onde ocorre a formagéo do acido acético, e secagem,
torra e concha, onde este acido € volatilizado, a volatilizagéo € essencial para que ndo ocorra
influéncia negativa na formacao dos precursores de sabor do chocolate. Porém nas formulagdes

de chocolate em questéo, a acidez foi influenciada apenas pela adi¢do da farinha da casca de
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café, pois foram utilizadas a mesma massa de cacau em todas as formulacGes e o processo de
concha foi padronizado para ser realizado da mesma forma em todas as formulagdes.

O contetdo de proteinas também foi maior a medida em que foi sendo adicionada
maiores proporc¢des da farinha de casca de café, os resultados variaram entre 6,21 e 7,51 ¢.100g
! apesar desse aumento na quantidade de proteina, sua composicao ndo interferiu na formagcéo
de um chocolate com coloragdo mais escura.

Observou-se efeito contrario para a variavel atividade de agua (aw), quando comparado
aos parametros avaliados anteriormente. A medida em que foi sendo adicionada a FCC, esta

variavel apresentou efeito linear decrescente (Figura 6).

Figura 6. Variavel que apresentou efeito linear decrescente por meio da adi¢do da farinha da

casca de café ao chocolate.
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Segundo Beckett (2009) a atividade de agua de chocolates deve estar entre 0,4 e 0,5.
Em estudos realizados por Carvalho et al. (2017), chocolates ao leite adicionados de 2,15% de
uvas liofilizadas apresentaram teores de atividade de agua de 0,519, sendo valores mais altos
quando comparados aos chocolates do presente estudo. Porém, em estudos realizados por
Agibert et al. (2018), o resultado encontrado para atividade de agua, de chocolates produzidos
com 6leo de amendoim encapsulado, foi de 0,358. Sem, portanto, padrdes definidos para este
parametro na influéncia de qualidade do chocolate.

O parametro acucar redutor foi o Unico que apresentou comportamento quadratico entre
as formulagdes (Figura 7). A amostra com 0% de casca de café apresentou resultado inferior as

demais amostras que praticamente se mantiveram constantes a partir da adi¢do de 5% de casca
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de café. Assim, a maior composicdo de aclcar redutor presente na casca agregou em maior
concentracédo deste componente no chocolate.

Esperava-se que, a maior presenca de agucar redutor juntamente com a maior quantidade
de proteina na composicao do chocolate ocorresse influéncia na cor final do chocolate, devido
a reacdo de Maillard, porém, ndo foi observada alteracdes significativas na coloracdo dos
chocolates entre as formulagdes. A temperatura empregada no processo de produgéo acaba por

promover influéncia para ndo formacéo de coloragdo perceptivel entre as formulagées.

Figura 7. Variavel que apresentou efeito quadratico por meio da adicéo da farinha da casca de

café ao chocolate.
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As variaveis pH (5,12), lipidios (40,72 g. 100g™%), aclcar total (57,38 g. 100g™?), agtcar
ndo redutor (41,59 g. 100g?) e cor (L* (30,52), a* (6,60), b* (4,93) e WI (29,62)) ndo
apresentaram modelo de regressdo linear ou quadratico significativo (p > 0,05), indicando ndo
haver diferenca estatistica nestas varidveis entre as formulacfes de chocolates estudadas, ou
seja, a adicdo de até 10% da FCC ndo influenciou nestas caracteristicas das amostras.

Em um processo de conchagem eficiente o pH do chocolate pode se levar saindo de
valores préximos de 4,95 para proximos a 5,70, valor considerado bom para chocolates, tendo
em vista que um baixo pH e um teor elevado de &cidos organicos, principalmente, o acético,
proveniente da fermentacdo das sementes de cacau, afetam de forma indesejavel o sabor do
chocolate.

Em relacdo ao indice de brancura (WI), somente quando a gordura visual atinge um

nivel relevante, W1 > 35, a percepcédo de cor do produto ¢ afetada e o defeito denominado fat
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bloom pode ser confirmado (SON et al., 2018). Desta maneira, observa-se que as formulacdes
de chocolate, principalmente com maior percentual da farinha da casca de café os resultados do
W1 ficaram bem abaixo do valor indicado, portanto néo apresentaram migracdo da gordura para

superficie dos chocolates.

2.2. Analise microbioldgica

Os parametros de qualidade microbiologica das formulacdes de chocolate adicionados
da FCC foram avaliados a fim de verificar a eficiéncia do processo. Nenhuma das formulacdes
de chocolate analisadas apresentaram contaminagdo por Salmonella, estando, portanto, de
acordo com a legislacdo vigente que estabelece auséncia de Salmonella em 25 g (BRASIL,
2019).

Quanto a andlise de coliformes totais e termotolerantes, as formulacdes também se
apresentaram adequadas para consumo, pois apresentaram resultados abaixo do limite méximo
permitido pela legislacdo de 10 UFC/g (BRASIL, 2019). A mesma legislacdo também define
padrdes microbioldgicos para contagem de bolores e leveduras, maximo de 10%/g, dessa forma
com resultados de no méaximo 2x10%g, as amostras estdo dentro dos padrdes microbioldgicos
definidos pela legislagdo garantindo, portanto, a possibilidade da realizacdo da anélise
sensorial.

Segundo a Comissdo Internacional de Especificacdes Microbiol6gicas para Alimentos
(ICMSF, 2005) as etapas de mistura, refino, conchagem e temperagem, do chocolate
apresentam baixa influéncia sobre a microbiota final do produto. Mesmo em uma conchagem
com temperaturas entre 60-80°C, os microrganismos ndo seriam eliminados por estarem

protegidos pela baixa aw e o alto teor de gordura do chocolate.

2.3. Textura instrumental: tensdo de ruptura (snap test)

Os valores médios da dureza relacionados a forca de quebra das formulacGes de
chocolate adicionados da farinha da casca de café estdo apresentados na Tabela 2. Observa-se
que as formulagdes nao apresentaram modelo de regresséo linear ou quadratico significativo (p
> 0,05), ou seja, a FCC ndo interferiu em maior ou menor dureza nas formulagdes de chocolate
estudadas.

Alguns estudos determinaram que a dureza avaliada em formulag@es de chocolate esta
correlacionada com o tipo e a quantidade de gordura utilizada, tipo de agucar, distribuicéo e

tamanho de particula, condi¢des de revestimento, bem como temperatura da concha (KONAR,
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2013; TAN e BALASUBRAMANIAN, 2017). Assim, é um dos principais parametros de
qualidade estrutural do chocolate.

Tabela 2. Valores médios + desvio padrdo da tensdo de ruptura (dureza) e trabalho de
cisalhamento das formulacdes de chocolate adicionadas da farinha de casca de café (FCC).

Variaveis F1 F2 F3 F4 F5 R?
Dureza (N) 28,52+470 2850+3,24 28,19+563 3140+£547 29,82+540 ***

F1= formulacdo com 0% de casca de café; F2= formulacdo com 2,5% de casca de café; F3= formulagdo com 5,0%
de casca de café; F4= formulacdo com 7,5% de casca de café; F5= formulacdo com 10,0% de casca de café.

***ndo houve parametro de regressdo significativo (p > 0,05) para 0 modelo linear ou quadrético.

O revestimento de particulas solidas com gordura durante a concha e temperagem
promove o desenvolvimento de propriedades texturais como o snap (PRAWIRA e
BARRINGER, 2009). Assim, é possivel verificar que a adicdo da FCC ndo provocou alteracdo
nesta caracteristica desejada em formulacdes de chocolate, o snap, e que o processo de concha
e temperagem foram realizados de forma igual para todas as formulacgdes, ja que diferentes
propriedades texturais também podem ser obtidas nos produtos finais dependendo das
condicdes usadas durante a concha e temperagem, por exemplo, uso de diferentes combinacdes
de tempo x temperatura (KONAR, 2013).

2.4. Textura instrumental: perfil de textura (TPA)

Ao avaliar a influéncia da adicdo da FCC no perfil de textura das formulacdes de
chocolates estudadas, observou-se alteracées significativas (p< 0,05) apenas para 0s parametros
de dureza e coesividade.

A dureza, definida como forca necessaria para o material se deformar, apresentou efeito
linear decrescente (Figura 8), os resultados variaram entre 78.721,02 N e 93.893,61 N. Os
chocolates com adicdo da FCC apresentaram como caracteristica menor dureza, tal resultado
pode estar relacionado com menor quantidade de acUcar adicionado, visto que o acucar €
responsavel por caracteristicas texturais nas formulacdes de chocolate (RICHTER, SILVA e
LANNES, 2007). Outro fator que se deve levar em considerar é que a farinha da casca de café
apresenta proteinas em sua composicao, e que podem ter atividade emulsificante promovendo
reducdo das forcas interfaciais tornando o chocolate mais macios a medida em uma maior

proporcao da farinha da casca de café foi sendo adicionada.
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Figura 8. Comportamento linear e quadratico observados para os parametros de dureza e

coesividade entre as formulacGes de chocolate adicionados de casca de cafe.
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A Coesividade apresentou efeito quadratico com resultados que variaram entre 0,034 e
0,042 (Figura 8). As forcas coesivas sdo responsaveis pela tensdo superficial, um fenébmeno que
resulta na tendéncia da superficie em resistir a ruptura quando colocado sob tensdo ou estresse.
Dessa forma, corresponde a extensdo a que um material pode ser deformado antes da ruptura.

Os resultados de mastigabilidade e adesividade, parametro que representa o trabalho
necessario para superar a forca de atracdo entre as superficies do alimento e a que ele esta em
contato, ndo apresentou modelo linear ou quadratico significativo (p > 0,05) para as
formulacGes estudadas, a adi¢do da farinha da casca de café ndo promoveu maior ou menor

mastigabilidade e adesividade entre as formulagdes.
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2.5. Anélise reologica

Os parametros reoldgicos viscosidade plastica de Casson (nca) € tensdo inicial de Casson
(tea), das formulacdes estudadas, assim como os coeficientes de correlagdo linear (R?) e
tixotropia estdo apresentados na Tabela 3. Os coeficientes de correlacdo demonstram bom
ajuste dos dados experimentais ao modelo de Casson.

Nenhum dos parametros do ensaio rotacional, tensdo inicial, viscosidade plastica e
tixotropia, apresentaram modelo de regressao linear ou quadratico significativo (p > 0,05),
indicando ndo haver diferenca estatistica nestas variaveis entre as formulacGes de chocolates
estudadas. A adigdo da FCC n&o interferiu de forma significativa nas propriedades reoldgicas
do chocolate.

Tabela 3. Parametros reologicos das formulacdes de chocolate adicionados de casca de café.

Amostras Tca (Pa) Nea (Pa.s) R? Tixotropia (Pa/s)
F1 4,37+0,14 1,19+0,17 0,9942 4645,33+492,03
F2 3,51+0,46 1,08+0,21 0,9946 4064,80+£670,48
F3 5,55+0,97 1,11+0,29 0,9919 4741,00£415,38
F4 6,74+0,84 1,84+0,56 0,9926 5234,33+253,98
F5 5,50+0,87 1,15+0,18 0,9942 4799,00£793,23
Modelo —— —— — ——

F1=formulacdo com 0% de casca de café; F2= formulagdo com 2,5% de casca de café; F3= formulagdo com 5,0%
de casca de café; F4= formulagdo com 7,5% de casca de café; F5= formulagdo com 10,0% de casca de café.
Tca = tensdo inicial de Casson; nca = Viscosidade plastica de Casson; R? = coeficiente de correlagéo.

*** ndo houve pardmetro de regressao significativo (p > 0,05) para 0 modelo linear ou quadratico.

Os resultados de viscosidade plastica se apresentaram dentro do esperado, pois segundo
Vissotto et al., (2016) os dados de limite de viscosidade (nca) para chocolates devem se
encontrar na faixa entre 1-20Pa.s. Porém, os valores de tensdo (tca) estdo abaixo do limite
considerado como ideal para formulagdes de chocolate pois, devem se apresentar entre 10-
200Pa. Menores valores de tensdo configuram em um produto com maior fluidez. Segundo
Konar (2014) a tensao inicial esta relacionada com a superficie de contato das particulas, quanto
menor o tamanho de particula, maior serd a interacdo entre elas, aumentando sua area
superficial, facilitando o escoamento do liquido (KONAR, 2014). Como a granulometria das
particulas se apresentaram dentro da faixa considerada como ideal entre 20-25 um (BOHME et

al., 2016), talvez tenha promovido essa facilidade no escoamento do chocolate.
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Estudar esta variacdo tanto para viscosidade quanto para a tixotropia é extremamente
relevante do ponto de vista dos requerimentos energéticos para o processamento, pois quanto
maior a tixotropia do fluido, mais facil torna-se o seu bombeamento. Assim, valores 6timos de
tixotropia juntamente com um valor ideal de limite de escoamento asseguram melhores
condicdes de processo e manutencdo da estabilidade de produtos.

Loncarevic et al. (2018) também investigaram os efeitos da adi¢do de extrato de amora
encapsulado nos parametros reolégicos de formulacGes de chocolate e verificaram que ocorreu
aumento significativo (p < 0,05) nos trés parametros avaliados (viscosidade, tensdo e
tixotropia). A viscosidade de Casson apresentou resultados que variaram entre 0,63 e 1,22 Pa.s
e a tensdo inicial variou entre 4,11 e 6,05 Pa, resultados muito préximos aos encontrados no
presente estudo.

Assim como Loncarevic, Carvalho e Lannes (2018) verificaram diferenca significativa
(p < 0,05) entre os parametros reoldgicos em suas formulacGes de chocolate com adicdo de
couve e uva liofilizada. Os autores também destacaram que a reologia em formulagdes de
chocolate pode ser afetada pelo tamanho das particulas, quanto maior o tamanho da particula,
menor sera a viscosidade. Portanto, o tamanho da particula é inversamente proporcional a
tensdo inicial e viscosidade plastica. E que quanto menor o tamanho de particulas, maior
interagcdo entre as particulas, aumentando a area superficial e resultando em melhor fluxo
(AFOAKWA, 2010; BECKETT, 2011; KONAR et al., 2014).

2.6. Andlise sensorial: teste de aceitacdo e intencdo de compra

Por meio das médias obtidas no teste de aceitacdo para os atributos, aparéncia, aroma,
textura, sabor e impressdo global, verificou-se que os atributos, aroma, textura, sabor e
impressdo global, apresentaram modelo de regressdo linear significativo (p < 0,05), tendo
apenas o atributo aparéncia, com pontuacdo média de 8,1, como atributo que ndo apresentou
diferenca estatistica entre as formulagdes de chocolates estudadas, ou seja, a adigdo de até 10%
da farinha de casca de café ao chocolate ndo promoveu uma alteracdo perceptivel, entre 0s
provadores, na aparéncia do produto. Portanto, ndo apresentou modelo de regresséao linear ou
quadrético significativo (p > 0,05).

Dentro de uma escala de nove pontos, médias acima de 6 pontos podem ser considerados
como um produto de boa aceitagdo, entdo, mesmo ocorrendo reducdo nas médias para as
formulacBes com adicdo da farinha da casca de café, estas ainda apresentaram boa aceitagdo
entre os provadores. Verificou-se diante das médias, modelo ajustado e coeficiente de

determinacéo, que os atributos aroma, textura, sabor e impressdo global apresentaram efeito
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linear decrescente em sua aceitacdo a medida que se aumentou a propor¢édo da casca de café

adicionada (Figura 9).

Figura 9. Atributos que apresentaram efeito linear decrescente no teste sensorial de ceitacao.
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Observa-se que os provadores optaram por menores notas para o atributo sabor a medida
em que aumentou a adi¢do da FCC, tal comportamento pode estar relacionado com o sabor
mais amargo perceptivel nas formulacdes com adi¢do da farinha da casca de café, pois para que
a mesma fosse adicionada realizou-se a reducdo parcial da porcentagem de acucar adicionado
inicialmente, além da adstringéncia e acidez presentes naturalmente na casca de café. Desta
forma, o sabor foi o parametro que mais gerou efeito na percepcao sensorial, pois apresentou
maior coeficiente de inclinagcdo quando comparado aos demais atributos.

A percepcdo na diferenca entre os parametros sabor, textura e aroma interferiram nas
notas atribuidas para impressdo global, porém as médias ainda se mantiveram boas com

resultados acima de 6.
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Ap0s o teste de aceitacdo, os provadores foram questionados quanto a intencdo de
compra. O numero de provadores que optardo por decididamente comprar ou ndo cada

formulacéo, estdo apresentados na Figura 10.

Figura 10. Resultado da intencdo de compra dos provadores em relacdo as formulacGes de

chocolate adicionados da farinha da casca de café.
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1 = decididamente compraria; 2= provavelmente compraria; 3 = talvez compraria; 4 =

provavelmente ndo compraria; 5 = decididamente ndo compraria.

Mesmo com a percepc¢do da diferenca entre as notas dadas pelos provadores em cada
amostra de chocolate, é possivel notar que foram baixos o numero de provadores que
decididamente ndo comprariam o chocolate com maior adicdo da farinha da de casca de café.

Os valores médios obtidos em relagdo a intencdo de compra entre os provadores, para a
formulacGes de chocolate, apresentaram efeito linear decrescente a medida em que foram sendo
adicionados maiores propor¢des da farinha da casca de café (Figura 11). A percepcdo da
diferenca entre as amostras, mais uma vez influenciou os provadores em suas notas,
provavelmente a amostra sem adicéo da farinha, consequentemente mais doce, se tornou mais
agradavel ao paladar da maioria dos provadores pelo costume do consumo de chocolates mais
convencionais, com menor conteudo de cacau e maior de agucar, ja que este é um dos

ingredientes que € adicionado em maior proporcdo em formulag@es de chocolate.
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Figura 11. Efeito linear decrescente do parametro intencdo de compra obtidos para as

formulagdes de chocolate adicionados da farinha da casca de café.
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2.7. Andlise sensorial: perfil sensorial Check-All-That-Apply (CATA)

A partir dos dados coletados no CATA foi possivel construir o grafico correspondente
a analise dos componentes principais (ACP) apresentado na Figura 12. Por meio deste grafico
é possivel observar a distancia das amostras e a influéncia de cada atributo. Verificou-se que
74,84% da variacdo ocorrida entre as amostras foi explicada pelo primeiro eixo (Componente
Principal 1) e 12,40% pelo segundo (Componente Principal 2). Os Componentes Principais 1 e
2 explicam juntos 87,24% da variag&o entre as amostras.

Observou-se que os provadores conseguirem perceber diferencas entre as formulagoes,
pois foram escolhidos diferentes atributos com maior intensidade em cada uma delas. A F1
(formulacdo com 0% da farinha da casca de café) apresentou como caracteristicas mais fortes
0 sabor doce e aroma de chocolate, ja a F5 (formulacdo com 10% da farinha da casca de café)
apresentou caracteristicas mais marcantes relacionadas ao sabor acido, adstringente e amargo,
além da textura arenosa, resultados que comprovam a menor aceitagdo nos atributos sabor e
textura entre as formulacdes.

As F2 (formulagdo com 2,5% da farinha da casca de café) e F3 (formulacdo com 5% da
farinha da casca de cafe) apresentaram resultados muito proximos sendo classificadas pelo
aroma doce, ja a F4 (formulacdo com 7,5% da farinha da casca de cafe) ficou caracterizadas

por atributos como, sabor de casca de café e residual, aroma de casca de café e textura dura.
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Figura 12. Analise de Componentes principais do perfil sensorial obtidos pelo método CATA.
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amargo; SD = sabor doce; SAc = sabor 4cido; SAd = sabor adstringente; SCc = sabor de casca de café; SR = Sabor
residual; TD = textura dura; TA = textura arenosa; TC = textura cremosa.

3. Conclusdo

De acordo com os resultados observados para as determinacdes fisico-quimicas,
microbioldgicas, de textura, reoldgicas e sensoriais das formulagdes de chocolate avaliadas,
verifica-se a que a adicdo da farinha de casca de café (FCC) promoveu modificagdes, porém
sem comprometer composic¢éo e qualidade das formulac6es de chocolate.

Observou-se aumento significativo nas determinacdes de umidade, cinzas, proteina e
acidez, além da reducdo da atividade de agua. Contudo, estas alteracdes permaneceram em
conformidade com os padrfes estabelecidos pela legislagdo brasileira, bem como do Cddex
Alimentarius.

Também se observa para as determinac¢fes (microbiologicas, ensaio de corte, perfil de
textura e reologia), que ocorre diferencas entre as formulagOes testadas apenas para dureza e
coesividade, avaliados no perfil de textura. Verificou-se, que a medida em que se adiciona a

FCC aumenta-se a maciez das formulagdes de chocolate estudadas.
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Quanto avaliacdo sensorial, constata-se que os provadores evidenciaram diferencas
entre as formulagdes de chocolate testadas de acordo com os atributos avaliados. Destaca-se
que as médias atribuidas foram positivas para todas formulacgdes.
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ANEXO |

FICHA DE ACEITAGCAO E INTENGAO DE COMPRA — CHOCOLATE COM CASCA DE CAFE

Nome: Data: / /

Sexo: () Feminino () Masculino Idade:

Vocé esta recebendo amostras de chocolate com adic¢éo de casca de café. Por favor, prove as
amostras e avalie 0 quanto vocé gostou ou desgostou das mesmas em relacio 8 APARENCIA,
AROMA, TEXTURA, SABOR e IMPRESSAO GLOBAL. Entre as avaliagdes deguste o
biscoito e enxague a boca com agua. Para cada amostra coloque a nota referente aos atributos
conforme a escala abaixo:

(9) Gostei Muitissimo

(8) Gostei Muito

(7) Gostei Moderadamente

(6) Gostei Ligeiramente

(5) Indiferente (Nem gostei / nem desgostei)
(4) Desgostei Ligeiramente

(3) Desgostei Moderadamente

(2) Desgostei Muito

(1) Desgostei Muitissimo

Atributos

Codigo da amostra Aparéncia | Aroma Textura Sabor Impresséo global

Por favor, com relacdo a intencdo de compra, vocé:

(5) Decididamente eu compraria

(4) Provavelmente eu compraria

(3) Talvez sim / Talvez ndo

(2) Provavelmente eu ndo compraria
(1) Decididamente eu ndo compraria

Checagem de tudo que se aplica (Check-All-That-Apply (CATA))

Aroma Sabor Textura

(......) Fraco de Chocolate ) Pouco amargo () Pouco Duro
() Forte de Chocolate ) Muito amargo () Muito Duro
() Fraco de Casca de café ) Pouco doce () Pouco Arenoso
() Forte de Casca de café ) Muito doce () Muito Arenoso
() Fraco de Doce ) Pouco Adstringente () Pouco Cremoso
( ) Muito Adstringente (
) Pouco Acido
) Muito Acido

) Fraco de Casca de café
) Forte de Casca de café

) Residual forte
) Residual fraco

) Forte de Doce ) Muito Cremoso

e e T N N L R R R W e NP N
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Capitulo VI
11 Etapa

INVESTIGACAO DE FITOQUIMICOS BIOATIVOS EM CHOCOLATES ESCUROS
ADICIONADOS DE FARINHA DE CASCA DE CAFE (Coffea arabica L.)
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Resumo

Constituintes bioativos presentes em folhas, caules, cascas e sementes, subprodutos de
baixo custo, podem ser utilizados em formulacGes de chocolates com intuito de aumentar as
propriedades antioxidantes e contribuir em efeitos benéficos a saide humana. Objetivou-se
explorar a incorporacédo da farinha da casca de café (FCC) em formulagdes de chocolate escuro
e avaliar o efeito desta adi¢do na composicdo dos constituintes bioativos. Determinou-se, nos
chocolates adicionados da FCC nas concentracfes de 0,0%; 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10,0%, 0s
teores de fendlicos totais, flavonoides totais, capacidade antioxidante bem como o0s
constituintes bioativos individuais por CLAE. Verificou-se que a adigdo de até 10% da FCC
nos chocolates ndo foi suficiente para promover aumento significativo nos contetdos de
fenolicos e flavonoides totais, porém detectou-se aumento na capacidade antioxidante nas
formulacGes de chocolate, o que permite garantir que a FCC acrescentou em constituintes
bioativos com elevada capacidade antioxidante. A quantificacdo dos teores de constituintes
bioativos individuais constatou que o aumento na capacidade antioxidante foi atribuido a
presenca dos constituintes bioativos da cafeina (77,68%) e teobromina (15,28%), justificando
a importancia do aproveitamento da adicdo da FCC nas formulacgdes de chocolates estudadas.

Assim, estudos devem ser estimulados quanto a utilizagdo desse subproduto.

Palavras-chave: Constituintes fendlicos, capacidade antioxidante, CLAE, sustentabilidade.

1. Introducéo

Compostos bioativos provenientes da dieta podem trazer beneficios a salde por
apresentarem acdo antioxidante, sendo capaz de reverter quadros de estresse oxidativo em
patologias, além de possuirem acdo contra agentes microbianos (CASTRO et al., 2018;
GRZESIK et al., 2018). Isso tem atraido a atengdo da comunidade cientifica e da inddstria
alimenticia para o desenvolvimento dos “alimentos funcionais” ou alimentos ricos em um ou
mais compostos bioativos que apresentam efeitos positivos na satde (VIJAYALAXMI et al.,
2015; RUI et al., 2017).

As sementes de cacau nao fermentadas séo ricas em constituintes bioativos (alcaloides
e polifendis) caracterizados como antioxidantes naturais. Os polifendis mais abundantes nas
sementes de cacau sdo proantocianidinas (58%), flavandis (37%) e antocianinas (4%) (DI
MATTIA et al., 2017). Do grupo de alcaloides, 0 mais representado é a teobromina (2 - 3%),

enquanto a cafeina e a teofilina sdo encontradas em baixo contetdo (APROTOSOAIE et al.,
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2015). As sementes de cacau cruas passam por diferentes processos antes de serem incluidas
em formulacdo de chocolate, as etapas de fermentagdo, secagem, torrefacdo e moagem,
contribuem para o conteido quimico e bioativo do produto (DI MATTIA et al., 2017,
TODOROVIC et al., 2015).

Durante o pré-processamento das sementes de cacau, que inclui as etapas de
fermentacdo e secagem para obtencdo das améndoas, ocorrem perdas significativas nos
constituintes fendlicos, sendo apontadas reducdes de até 75% no teor de epicatequinas
(ALBERTINI et al., 2015). Porém, nessas etapas também sdo formados precursores de sabor,
como aminoacidos livres e agucares redutores, que dardo origem aos produtos da reacao de
Maillard e degradagdo de Strecker, principais responsaveis pelo perfil de sabor, através de
aquecimento na etapa de torracdo durante o processamento das améndoas para a obtencédo de
liquor de cacau (AFOAKWA et al., 2008).

Na fabricacdo do chocolate, que emprega a massa de cacau como principal ingrediente,
a conchagem € uma etapa com reconhecida importancia na melhoria de sabor e textura do
produto, na qual ocorrem eliminagdo de volateis como acido acético, reducdo da umidade e
interacdo de componentes. Porém, também ocorre perda e alteracdo no perfil de compostos
fenolicos, com estudo menos explorado (DI MATTIA et al., 2014; BORDIGA et al., 2015).

Assim, estudos tém sido realizados com intuito de reinventar o chocolate através de
desenvolvimento inovadores, concebidos para preservar 0s componentes bioativos benéficos
do cacau, além de comtemplar maior gama de constituintes no produto final. Sim et al., (2016)
adicionaram ao chocolate o pbé o pericarpo de mangostdao (Garcinia mangostana L.) e
verificaram que sua adigdo expandiu significativamente o perfil bioativo e o teor total de
fendlicos (13% em chocolates escuros e 50% em chocolates compostos) em comparagao com
suas contrapartes simples, sem afetar as qualidades sensoriais.

Carvalho e Lannes (2018) ao adicionarem couve e uva liofilizada em chocolates,
verificaram modificagdes nas caracteristicas fisicas, nutricionais e fisico-quimicas, pois 0s
chocolates lacteos enriquecidos apresentaram maiores valores de fibras alimentares e contetido
mineral, o que melhorou a qualidade nutricional do produto quando comparado aos chocolates
simples. Muhammed et al. (2018) em estudo forneceram um novo método para melhorar as
propriedades nutricionais do chocolate, empregando nanoparticulas coloidais liofilizadas feitas
de uma combinacdo de goma-laca, goma xantana e extrato de canela.

Dessa forma, a adi¢do da farinha de casca de café torna-se mais uma op¢édo para agregar
maior valor nutricional ao chocolate além de poder ter a capacidade de elevar a composicao de
constituintes fendlicos e capacidade antioxidante considerando os comprovados efeitos. Murthy

e Naidu (2012) reportaram em seus estudos que os residuos de cafe (polpa, casca, tegumento e
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borra) s@o ricos em nutrientes e compostos organicos como cafeina, taninos e polifendis, e que
seus extratos podem apresentar boa atividade antioxidante.

Esquivel e Jiménez (2012) e Del Castillo et al. (2018) determinaram que a casca de café
possui alto conteddo em carboidratos (35-85%), fibras soltveis (30,8%), minerais (3-11%) e
proteinas (5-11%), sendo também rica de fitoquimicos como taninos (5-9%) e cianidinas
(20%) constituintes importantes para as industrias alimenticia. Considerando a sua composicéo
quimica e as aplicacOes propostas, a casca de café tem um grande potencial como ingrediente
alimentar e como fonte natural de nutrientes e constituintes bioativos.

Diante do exposto, observa-se crescente o numero de publicagdes utilizando
ingredientes ndo convencionais na elaboragdo de chocolates como, folhas de framboesa
(BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2012), folhas de urtiga (BELSCAK-CVITANOVIC et al.,
2015), pericarpo de mangosto (SIM et al., 2016), amora (LONCAREVIC et al., 2018), amora
preta (GULTEKIN-OZGUVEN et al., 2016), gengibre e canela (ALBAK e TEKIN 2014),
sendo adicionados como material em pd seco, extrato ou na forma encapsulada. Destaca-se que
este é o primeiro estudo utilizando a farinha de casca de café, fonte de fitoquimicos bioativos e
caracteristicas funcionais, em formulac6es de chocolate como ingrediente ndo convencional
ainda ndo explorado. Ademais, possibilitara um nobre destino das cascas de café até entdo,
negligenciada pela cadeia produtiva.

Assim sendo, objetivou-se com o presente estudo explorar a incorporacao da farinha da
casca de café (FCC), residuo agricola de baixo custo e com comprovado contetdo bioativo, em
formulacGes de chocolate e avaliar o efeito desta adicdo na composi¢do dos constituintes
bioativos. A partir destes estudos vislumbra-se um amplo campo de investigacbes como
alternativa a novos ingredientes ndo convencionais para inddstria de chocolate. Além de atender

nichos apreciadores por alimentos com apelo funcional.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB),
campus Itapetinga-BA. As formulacbes de chocolates foram produzidas no Laboratério de
Tecnologia de Leite e Derivados, as analises de fendlicos totais, flavonoides e capacidade
antioxidante foram realizadas no laboratorio do Nucleo de Estudos em Ciéncia de Alimentos
(NECAL) e a analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada no
Laboratdrio de Métodos de Separagdes Quimicas (LABMESC). Na condugéo do experimento

foram realizadas trés repeticOes, utilizadas em cada uma das analises.
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2.1. Obtencédo da casca de café

Foram utilizadas cascas de café da espécie Coffea arabica L., produzidos com manejo
organico na Fazenda Floresta - Povoado de Pau Ferrado, municipio de Ibicoara-BA, localizada
na regido da Chapada Diamantina, meridional 13°, 24°, 50,7 latitude Sul e 41°, 17°, 7,4
longitude oeste de Greenwich e altitude aproximada de 1.027 m acima do nivel do mar. A
precipitacdo minima anual € de 1.179 mm e méaxima anual de 1.868mm, sendo o maior nivel
encontrado de outubro a mar¢o (FAZENDA FLORESTA, 2012). As cascas de café previamente
secas, foram trituradas em moinho de facas tipo Willey (Solab, SL-031, Brasil), peneiradas para

reducdo da granulometria das particulas em 60 mm e obtencédo da farinha (Figura 1).

Figura 1. Cascas de café secas (a) e trituradas no moinho de facas (b) e farinha de casa de café

com granulometria de 60 mm (c).

Fonte: prdprio autor.
3.1. Processamento das formulacgdes de chocolate
As formulacdes de chocolate foram previamente padronizacdo em fungédo do teor de
solidos de cacau (massa e manteiga de cacau) em 55% e lecitina de soja 0,4%. O teor de agucar

variou em funcéo da adicao de farinha de casca de café, testadas nas concentracdes de 0,0%,
2,5%, 5,0%, 7,5% e 10,0%, conforme demostrado na (Tabela 1).
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Tabela 1. Formulag&o utilizada para producéo dos chocolates 55% (sélidos totais de cacau) com

adicdo da farinha de casca de café (FCC).

Ingredientes F1 F2 F3 F4 F5
Massa de cacau 49,0 49,0 49,0 49,0 49,0
Manteiga de cacau 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Acucar refinado 44,6 42,1 39,6 37,1 34,6
Lecitina de soja 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Farinha de casca de café 0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
Total 100 100 100 100 100

F1=formulagcdo com 0% de casca de café; F2= formulagdo com 2,5% de casca de café; F3= formulagdo com 5,0%
de casca de café; F4= formulacdo com 7,5% de casca de café; F5= formulacdo com 10,0% de casca de café.

Valores em porcentagem (%).

As formulages de chocolates escuro foram produzidas um moinho de pedra (Melanger
Spectra 11, EUA) a temperatura média de (57 + 2 °C), sendo nesta, realizada as etapas de
conchagem e refino (Figura 2). Foram adicionados a massa de cacau e homogeinizada por 1
hora. Sequencialmente, misturou-se lentamente, o agUcar, a farinha de casca de café e parte da
manteiga de cacau. A mistura dos ingredientes foi mantita sob agitagdo por 21 horas.
Posteriormente, foram adicionadas a quantidade remanescente da manteiga de cacau.
Finalmente, adicionou-se a lecitina, 30 minutos antes de finalizar a ebaboracdo dos chocolates,

totalizando assim, 24 horas de processamento.

Figura 2. llustracdo das etapas de moagem, mistura, cochagem e refino na Melager Spectra 11.
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Fonte: proprio autor.

Ap0s o processo de mistura, refino e conchagem, o chocolate foi conduzido para o
processo de temperagem em temperadeira (Finamac, Mini Chocomachine, S&o Paulo, Brasil)
(Figura 3), o chocolate permaneceu por 30 min a 45 °C na temperadeira sob constante agitacao,
apos isso, foi resfriado até atingir uma temperatura de 30 °C, para posterior moldagem em

formas de acrilico.

Figura 3. Temperadeira utilizada no processo de temperagem do chocolate.

Fonte: prdprio autor.

As formas passaram por vibracdo manual para evitar formacdo de bolhas de ar na
superficie dos chocolates. Em seguida, foram refrigerados a temperatura de 4 °C. Apds
resfriados, os chocolates foram embalados com papel chumbo (Figura 4) e armazenados em

temperatura ambiente (25 £ 2 °C) para posterior analises.

117



Figura 4. Chocolates ap0s processo de moldagem e embalagem.

Fonte: prdprio autor.

2.2. Determinacao dos constituintes fendlicos totais e individuais das formulacdes de

chocolate

2.2.1. Determinacao de Constituintes Fendlicos Totais (CFT)

Determinaram-se 0os CFT de acordo com a ISO 14502-1: (2005), utilizando-se o
reagente de Folin-Ciocauteau. O ensaio fundamenta-se na reducédo dos acidos fosfomolibidico
e fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidagdo (cor amarela), por
agentes redutores (constituintes fenolicos), originando os chamados complexos molibdénio-
tungsténio de coloracdo azul. Assim, a alteracdo na coloracdo permite determinar a
concentracdo das substancias redutoras.

Para quantificacdo utilizou-se uma curva analitica de &cido galico nas concentragdes de
0,01; 0,03; 0,05; 0,07 e 0,09 mg. mL. Os coeficientes de determinagdes das curvas analiticas
ndo foram inferiores a 0,9992. Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico
(EAG). 100 g de amostra.

2.2.2. Determinacéo dos Constituintes Bioativos Individuais (CBI)

2.2.2.1. Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos das formulacgdes de chocolate, pesou-se em tubos de ensaio

aproximadamente 0,04 g de cada amostra e adicionou-se 5 mL de solucao extratora (85 % agua
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ultrapura acidificada com 0,3 % de acido acetico, e 15 % metanol). A extracdo foi realizada em
banho ultrassdnico onde os tubos de ensaio permaneceram por 15 min. Na sequéncia, 0s tubos
foram colocados em banho maria a 60°C por 10 min e, logo ap6s, as amostras foram
centrifugadas em centrifuga (Hethich, universal 320R, Alemanha) com rotacéo de 3000 g por

15 mi. Os extratos foram filtrados em filtros estéreis de 0,22 um.

2.2.2.2. Identificagdo e quantificagdo compostos fenolicos e metilxantinas através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para realizar a analise cromatografica o gradiente composto da fase movel foi
estabelecido como: A (metanol) e B (&gua ultrapura acidificada com 0,3% de &cido acético). A
coluna (Shim-Pack Prep-ODS (H) (octadecilsilano) de 25 cm e 4,6 mm) foi mantida a 30°C e
com vazdo de 0,5 mL.mint,

Um gradiente de eluicdo foi empregado para a separagao dos compostos de interesse: 0-
9 min, 95% de B; 9-12,5 min, 75% de B; 12,5-13,5 min, 5% de B; 13,5-28 min, 95% de B. O
tempo total para separacdo dos compostos for de 28 min. A detecc¢éo foi realizada em 280 nm
com injecdo de 20 uL (RISNER, 2008).

Os alcaloides xantinicos (cafeina e teobromina) e compostos fendlicos majoritarios do
cacau ((+) -catequina e (-) -epicatequina) foram quantificados por meio do cromatografo
(Shimadzu, DGU-20A5R, Japédo).

2.3. Determinagéo de Flavonoides totais

Determinou-se de acordo com Sakanaka et al. (2005). A mistura reacional foi
constituida 0,50 mL do extrato da amostra ou solucdo padrdo, 2,50 mL de agua destilada,
seguido pela adicdo de 0,15 mL de uma solucdo de nitrito de sddio a 5%. Sequencialmente,
apos 6 min, foram adicionados 0,30 mL da solucédo de cloreto de aluminio a 10%, a mistura foi
deixada repouso por mais 5 minutos. Por fim, foram adicionados 1,00 mL de hidroxido de sédio
1 M e 0,55 mL de agua destilada, completando o volume para 5 mL. A absorbancia foi medida
imediatamente a 510 nm, utilizando um espectrofotdmetro (UV-1800, Schimadzu, Japao). Os

resultados foram expressos em mg catequina.100g™ de amostra.

2.4. Capacidade antioxidante das formulag6es de chocolate
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2.4.1. Método do radical 2,2’ —azino — bis — 3 — etilbenzotiazolina — 6 — acido sulfénico
(ABTYS)

Determinou-se a capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS"* de acordo com
RE et al. (1999). Previamente o radical ABTS™" foi gerado a partir da mistura reacional da
solucdo aquosa de ABTS a 7 mM em 2,45 mM de persulfato de potassio, manteve-se essa
mistura ao abrigo da luz, a temperatura ambiente por 16 horas. A solucdo radicalar foi diluida
em etanol até obter uma leitura de absorbancia 0,7 + 0,05 a 734 nm. O ensaio baseia-se na
reducdo do radical ABTS™ de coloracdo azul-esverdeado, relativamente estavel, por
antioxidantes, resultando em num produto incolor oxidado ABTS.

As amostras com diferentes concentrac6es foram adicionadas a solugdo do ABTS™ e
apos 6 min a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (UV-1800, Schimadzu, Japao). Os
resultados foram expressos em Concentracdo Efetiva média (CEsp), a partir da porcentagem de
inibicdo do ABTS. A partir da porcentagem de inibigdo do ABTS das diferentes concentragdes
dos extratos, foram construidos os graficos de dispersdo, plotando-se no eixo Y a porcentagem
de inibic&o e no eixo X as concentracdes dos extratos (mg. mL™?). Para calcular o CEso utilizou-
se a equacdo da reta, substituindo o valor de Y por 50 para obter a concentracdo da amostra

com capacidade de reduzir 50% do radical ABTS.

2.4.2. Inibi¢do da oxidagao acoplada do p-caroteno e acido linoleico

Utilizou-se o sistema modelo do beta-caroteno e 4&cido linoleico, adotando o
procedimento proposto por Marco (1968) modificado por Miller (1971). Este método utiliza o
acido linoléico, monopalmitato de polioxietileno sorbitan (Tween 40) e o B-caroteno. Trata-se
de um ensaio espectrofotométrico baseado na oxidagdo (descoloragdo) do -caroteno induzida
pelos produtos da degradacdo oxidativa do acido linoléico, ou seja, 0 método avalia a atividade
de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacao do acido linoleico.

A mistura reacional foi constituida de 0,2 mL de amostra em diferentes concentracfes
e 5 mL de solugdo B-caroteno (1 mg de B-caroteno diluido em 10 mL de cloroférmio foi
misturado a 20 mg de acido linoléico e 200 mg do emulsificante Tween 20, ap0s obtencédo de
uma solugdo homogenea, o cloroformio foi removido da mistura em evaporador rotativo a 50
°C, em seguida adicionou-se 50 mL de &gua destilada sob vigorosa agitacdo). A mistura foi
incubada as 50 °C durante 120 min, a absorbancia foi medida em espectrofotémetro (UV-1800,
Schimadzu, Japdo) a 470nm em intervalos de tempo de 0, 15, 30, 60, 90 e 120 min. Os

resultados foram expressos em porcentagem de capacidade antioxidante (CA%).
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2.4.3. Ensaio do poder redutor relativo (PRR)

Determinou-se 0 PRR das amostras por meio da metodologia descrita por Oyaizu
(1988). O ensaio fundamenta-se na capacidade dos antioxidantes para reduzir o complexo Fe
(11)/ ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)e], a forma ferrosa, Fe (I1), em meio &cido para manter a
solubilidade do ferro. Observando-se assim, a mudanga da coloragdo amarela
(Fe**/ferrocianeto) para tons de verde ou azul Fe (11).

A mistura reacional foi constituida de 1 mL de amostra e diferentes concentragoes, 2,5
mL de solucdo tampdo fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL da solucéo de ferricianeto de potassio
na concentracdo de 1 g. 100g. A mistura foi incubada a 100 °C por 20 min. Posteriormente,
foi adicionado 2,5 mL da solucéo aquosa de acido tricloroacético a 10 g.100 mL™, sequido de
centrifugacdo a 1000 x g. Transferiu-se 2,5 mL dessa mistura para outros tubos de ensaio, e
adicionou-se 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico a 0,1 g.100 mL™, e agitou-
se. O tubo branco foi preparado nas mesmas condicdes, excetuando-se a amostra. A partir das
absorbancias das diferentes concentracdes dos extratos, foram construidos os graficos de
dispersdo, plotando-se no eixo Y as absorbancias e no eixo X as concentracGes dos extratos
(mg. mL™Y). Os resultados foram expressos em Concentragdo Efetiva média (CEso). Para
calcular o CEsp utilizou-se a equacéo da reta, substituindo o valor de Y por 50 para obter a
concentracdo de extrato com capacidade de reduzir 50% do complexo Fe (Ill)/ferricianeto
[FeCls/KaFe(CN)e]. A absorbancia foi lida em 700 nm.

2.5. Delineamento experimental

O experimento seguiu um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com cinco
tratamentos (0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% de adicdo da farinha de casca de café) em trés
repeticbes. Os resultados foram submetidos a analise de regressdao em fungdo dos tratamentos
a 5% de significancia. Os modelos matematicos foram escolhidos de acordo com os efeitos
significativos do modelo proposto (p < 0,05), falta de ajustamento ndo significativa (p > 0,05)
e coeficientes de determinacdo (R?) em relacdo ao SQTRAT que foram capazes de explicar a
variacdo total por meio da regressao ajustada. Todas a analises foram realizadas por meio do

pacote estatistico Statystical Analysis System® verséo 9.0.
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3. Resultados e discussao

3.1. Constituintes fenodlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e capacidade
antioxidante (CA) das formulac6es de chocolate com adicédo da farinha de casca de
café (FCC).

A influéncia da adicdo da FCC na composicdo de constituintes fendlicos totais,
flavonoides totais e capacidade antioxidantes das formulagdes de chocolate, foi modelada
estatisticamente. Para os contetidos de CFT (2.543,29 mg de EAG. 100g™?) e FT (621094 mg
de catequina. 100g™) ndo houve modelo de regressdo linear ou quadratico significativo (p >
0,05), indicando que até a porcentagem de 10% da FCC adicionado ao chocolate ndo foi o
suficiente para promove aumento significativo na composicao desses constituintes.

Apesar de ndo apresentar diferenca na composicdo de CFT e FT entre as formulacbes
de chocolate, observou-se aumento significativo (p < 0,05), na capacidade antioxidante em
todos métodos avaliados para investigar o efeito da adi¢cdo da FCC. Pelo método do radical
ABTS a adicdo da FCC nas formulacGes de chocolate, aumentou em até 15,73% a capacidade
antioxidante, ja para os ensaios p-caroteno e poder redutor o aumento foi de 70% e 6,97%,
respectivamente.

Observou-se um comportamento linear decrescente para as analises de ABTS™" e poder
redutor, a medida em que foi sendo adicionada a FCC os resultados foram diminuindo (Figura
5). Quanto menor os valores de resultados expressos por CEso, melhor capacidade antioxidante,
pois indicam que menores concentracdes de amostra podem ser utilizadas para inibir 50% da
acao do radical durante oxidacéo.

O ensaio de Inibigdo da oxidagdo acoplada do B-caroteno e &cido linoleico apresentou
comportamento linear crescente (Figura 5), tal comportamento se deve ao fato de que os
resultados foram expressos em capacidade antioxidante. Assim, percebe-se melhora na CA das
formulacGes de chocolate a medida em que aumentou a porcentagem de farinha da casca de
café adicionada.

Portanto, verificou-se que em todos os métodos testados (radical ABTS™", PRR e B-
caroteno e acido linoleico) para avaliar a capacidade antioxidante das formulac@es de chocolate,
a adicdo da FCC interferiu de forma positiva. Observa-se que apesar do conteudo de
constituintes fendlicos e flavonoides totais ndo apresentarem diferencas significativas entre as
formulacbes de chocolate, a capacidade antioxidante das amostras foi maior quando se

adicionou a FCC. Provavelmente, durante a producdo dos chocolates ocorreram perdas de
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alguns constituintes fendlicos e com adicdo da FCC obteve-se acréscimos de outros compostos

gue apresentam maior capacidade antioxidante.

Figura 5. Capacidade antioxidante das formulacdes de chocolate adicionados da FCC.
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Yanagimoto et al. (2004) destacaram que a capacidade antioxidante do café esta
associada principalmente a presenca de cafeina, trigonelina, acido cafeico, produtos da reacao
de Maillard, de compostos volateis (furanos e pirrois) e de compostos polifendlicos (acido
clorogénico e flavonoides). Tais constituintes estdo presentes no café e, portanto, também na

casca de café, e assim, podem agregar em maior funcionalidade ao chocolate.

3.2. Identificacdo e quantificacdo dos Constituintes Bioativos Individuais (CBI) por
CLAE
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Os CBI foram identificados e quantificados por meio da avaliacdo cromatogréafica. Tal
andlise foi realizada com intuito de verificar o possivel aumento na presenca de constituintes
bioativos do chocolate por meio da adi¢cdo da FCC. Assim, na Figura 6, estdo apresentados 0s
cromatogramas das amostras de chocolate com 0% e 10% de casca farinha de café.

Observa-se que na formulacdo com 10% de casca de café ocorreu surgimento de novos
picos relacionados a agregacgdo de CBI presentes na casca de café. A casca de café possui além
da cafeina outros constituintes bioativos como acido clorogénico, &cido cafeico, taninos entre
outros (BAQUETA et al., 2017).

Além do surgimento de novos picos, nota-se também o aumento nas concentracdes de
teobromina e cafeina (Figura 6), principais constituintes identificados nas formulacGes de
chocolate com 0% da FCC. Estes resultados justificam a melhora na capacidade antioxidante
dos chocolates adicionados da FCC pois, estudos tém demonstrado que a cafeina € eficiente em
captar radicais hidroxila e metoxila apresentando, portanto, elevada capacidade antioxidante
(LEON-CARMONA e GLANO, 2012).

Os picos dos constituintes bioativos identificados (teobromina, catequina, epicatequina
e cafeina) foram quantificados com intuito de investigar se adi¢do da casca de café influenciou
de forma significativa no aumento destes compostos nas formulacdes de chocolate.

Os flavonoides quantificados (catequina (88,19 mg. 100g™) e epicatequina (246,35 mg.
100g1)) ndo apresentaram modelo de regressdo linear ou quadratico significativo (p > 0,05),
portanto a adi¢cdo da farinha da casca de café ndo acrescentou em aumento na composicao destes
constituintes.

Resultados ndo significativos para a catequina também foram observados por Martini et
al. (2018) ao avaliar o perfil fendlico de formulagdes de chocolate amargo e chocolate amargo
enriquecido com folhas de cha verde e Sakura ou acafrdo em pd. Os autores encontraram
resultados proximos aos identificados no trabalho em questio, 166,57-50,93 mg. 100g™* e

66,20-71,13 mg. 100g™?, respectivamente.
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Figura 6. Cromatogramas representativo da identificacdo de constituintes fendlicos individuais

nas formulagdes de chocolate. (A) chocolate com 0% da FCC, (B) chocolate com 10% da FCC.
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Os resultados das metilxantinas (teobromina e cafeina) apresentaram modelo
significativo (p < 0,05) entre as formulagdes de chocolate. Verificou-se comportamento linear
para composicdo de cafeina e quadratico para teobromina (Figura 7). Aumento na composicao
de cafeina era esperado pois segundo Baqueta et al. (2017) as cascas de café sdo ricas em acido
clorogénico, cafeina e taninos. Dessa forma evidenciou um aumento expressivo da cafeina com
77,68% a mais em seu conteldo na formulacdo de chocolate, ja a teobromina apresentou
aumento de 15,28%.
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Figura 7. Cafeina e Teobromina quantificada nas formulacdes de chocolate adicionados de

casca de café por meio da CLAE.
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4. Conclusao

A adicdo de farinha de casca de café (FCC) nas formulacdes de chocolate (55% sélidos
totais de cacau), resultou em aumento no contetdo de constituintes bioativos nas formulacGes
estudadas. Tais resultados foram confirmados pelo aumento da capacidade antioxidante entre
as formulacbes a medida em que se aumenta a concentracdes da FCC. Pelo método do radical
ABTS a adicdo da FCC nas formulacGes de chocolate, aumentou em até 15,73% a capacidade
antioxidante, ja para os ensaios da oxidacao do B-caroteno e acido linoleico e poder redutor o
aumento de 70% e 6,97%, respectivamente.

Constata-se a partir dos resultados observados por CLAE, um aumento significativo (p
< 0,05) na composicdo das metilxantinas (teobromina 15,28% e cafeina 77,68%), resultando
assim, na agregacéo de constituintes bioativos nas formulac6es de chocolate.

Assim, abre-se um a amplo campo de investigacdo na cadeia produtiva do café, a qual
tem negligenciado quanto a utilizacdo desse subproduto como ingrediente alimenticio, bem

como em formula¢des de chocolate, nicho até entdo, ainda ndo explorado.
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