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RESUMO

As analises para identificacdo e quantificacdo dos compostos bioativos do chocolate, de maneira geral, sdo
realizadas ap6s o pré-tratamento das amostras em que se retira a gordura antes da utilizacdo do solvente
polar. Nesse trabalho, objetivou-se avaliar a perda dos compostos fendlicos e das aminas bioativas no
processo de remogdo da gorduramento do chocolate e a sua consequéncia na atividade antioxidante. As
aminas bioativas livres foram avaliadas por cromatrografia liquida de alta pressdo, os compostos fendlicos
por Folin-Ciocalteau e a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e ion fosfomolibdénio. Foram
identificadas no chocolate as aminas espermidina, putrescina, triptamina, tiramina, feniletilamina. Verificou-
se que durante a remoc¢do da gordura houve perda significativa da triptamina resultando em 1,21 + 0,20 e
0,58 + 0,03 mg/kg nos chocolates com e sem gordura, respectivamente, sendo encontrado na gordura do
chocolate 0,74 + 0,05 mg/kg de triptamina. A atividade antioxidante encontrada no chocolate e na gordura
retirada do chocolate ndo foi diretamente proporcional ao teor de compostos fendlicos, sugerindo que a
triptamina pode ser também responsavel pela atividade antioxidante do chocolate.
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1. INTRODUCAO

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 p6 e ou manteiga de cacau, com outros ingredientes, contendo, no
minimo, 25% (g/100 g) de solidos totais de cacau (Brasil, 2005). O processo tradicional de fabricagdo
envolve as seguintes etapas: mistura dos ingredientes, refino, conchagem, temperagem, moldagem,
resfriamento, desmoldagem e embalagem (Beckett, 2009). Ao chocolate tém sido atribuidas diversas
propriedades nutricionais e funcionais relevantes, dentre elas, o fornecimento de lipidos, agucares, energia,
minerais (potassio, magnésio, cobre e ferro) e antioxidantes, principalmente os polifentis (Borchers et al.,
2000; Kim et al., 2014). No entanto, é importante reconhecer que o chocolate é rico em muitos outros
compostos bioativos com atividade antixidante, incluindo as aminas bioativas.

Os polifendis sdo nutrientes presentes nas plantas e na nossa dieta, sendo o chocolate uma boa fonte.
Estas substancias sdo metabdlitos secundarios das plantas e estdo envolvidas na prevencao de varias doencas
associadas com o estresse oxidativo, como cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Genovese
& Lannes, 2009).

As aminas bioativas sd0 compostos organicos nitrogenados de baixo peso molecular, envolvidos em
diversas atividades funcionais benéficas a salde humana. Dentre estas, as poliaminas atuam no crescimento
e metabolismo celular, apresentam atividade antioxidante, e sdo importantes na maturacéo e recuperacéo da
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mucosa intestinal, mediam a ac¢&o de horménios e fatores de crescimento, estando envolvidas na sintese de
DNA, RNA e proteinas (Santiago-Silva et al., 2011; Bandeira et al., 2012). Outras aminas presentes no
chocolate também possuem atividade antioxidante como a triptamina e seus derivados (Neganova et al.,
2010; Estevao et al., 2011), tendo sido descrito um mecanismo de a¢do das triptaminas na presenca de
espécies reativas de oxigénio em que ha formagdo de um composto halogenado mais estavel (Carvalho et al.,
2010). Outras aminas tém atividades vasoativas e neuroativas, dentre elas, a feniletilamina e a triptamina sdo
moduladoras do humor. Entretanto, as aminas bioativas podem causar efeitos adversos a salde humana
guando ingeridas em concentra¢fes elevadas ou quando o individuo apresenta alguma enfermidade ou
deficiéncia genética (Santiago-Silva et al., 2011; Oliveira et al., 2012). Segundo EFSA (2011), efeitos
adversos a satde tém sido atribuidos a histamina e tiramina, sendo os estudos sobre outras aminas limitados,

Como na maioria dos estudos realizados com chocolate, a determinacdo da atividade antioxidante é
realizada em extratos que passaram por processo de remoc¢do de gordura, 0 objetivo do presente estudo foi
investigar a influéncia da remog&o da gordura do chocolate na quantificacdo das aminas bioativas, compostos
fendlicos e atividade antioxidante do chocolate produzido com cacau do sul da Bahia, regido com destaque
na producédo de cacau do Brasil.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras

Foi utilizado, para a fabricacdo do chocolate, o cacau (Theobroma cacao L.) da variedade PH16
(hibrido de Forastero Amazonico e Trinitario). Foram escolhidos frutos saudaveis e maduros de uma fazenda
no sul da Bahia, Brasil (14°41'96 "S e 39°12'109" W) de clima tropical. Foram produzidos trés lotes de
chocolates em industria localizada na regido e foram submetidos ao mesmo processamento. As amostras de
chocolate com alto teor de cacau foram produzidas segundo a formulagéo: massa de cacau (66,0%), manteiga
de cacau (4,0%), acUcar (29,60%) e lecitina (0,4%). Os chocolates foram mantidos sob refrigeracdo e todas
as amostras foram analisadas em triplicata.

2.2 Delineamento experimental

Foi feita a remogao de gordura das amostras com uso de solventes e as amostras de chocolate com e
sem gordura e a gordura extraida foram analisadas quanto aos teores de aminas bioativas livres e de fenélicos
totais e com relacdo a atividade antioxidante. Para extracdo da gordura, dez gramas de chocolate triturado
foram desengordurados com éter de petroleo, sob agitador rotativo durante 30 minutos, centrifugadas e o
sobrenadante removido. Este processo foi repetido por mais duas vezes (Leite et al., 2013). O solvente foi
removido da gordura com nitrogénio.

2.3 Métodos de analise

2.3.1 Preparo dos extratos

Os extratos foram obtidos a partir da massa de cacau e da gordura (5 g) com 7 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 5%, misturados em agitador durante 5 min, seguido de centrifugacdo a 11180xg, a 4
°C durante 10 min (Brito et al., 2017). A extracdo foi repetida duas vezes e os sobrenadantes foram
combinados em baldo volumétrico e filtrados em papel de filtro e em membrana de 0,45 pm.

2.3.2 Determinacéo das aminas bioativas livres

Nove aminas bioativas livres (espermidina, putrescina, agmatina, cadaverina, serotonina, histamina,
tiramina, triptamina, e feniletilamina) foram determinadas por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC)
por par iénico (Brito et al., 2017). Um sistema Shimadzu (Quioto, Japdo) consistindo de bombas LC-10AD e
injetor automatico SIL-10AD VP foi utilizado, e as aminas foram separadas utilizando coluna Novapak C18
(3,9 2300 mm, 4 um, 60 A, Waters, MA, EUA) e um gradiente de eluicdo de 0,2 mol/L de acetato de sédio e
15 mmol/L octanesulfonato de sédio com pH ajustado para 4,9 (fase mével A) e acetonitrila (fase moével B).
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A quantificacdo foi realizada por fluorimetria (340 e 445 nm de excitacdo e de emissdo, respectivamente),
ap6s derivacdo pos-coluna com o-phtalaldeido, usando curvas analiticas para cada amina (r>> 0,99). Os
resultados foram expressos em mg/kg de chocolate ou de gordura.

2.2.3 Quantificacdo dos compostos fendlicos

A quantificacdo dos compostos fenolicos foi realizada de acordo com Brito et al. (2017) usando o
método de Folin-Ciocalteu. Os fendlicos foram extraidos das amostras com acido tricloroacetico (5%) e 0s
resultados foram expressos em equivalente acido géalico.

2.2.4 Determinacéo da atividade antioxidante

2.2.4.1. DPPH

O método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) seguiu o procedimento descrito por Roesler et al.
(2007). A reducdo do radical do DPPH foi medida por monitoramento do declinio da absorbancia a 517 nm
por 30 minutos, ao abrigo da luz, até valores estaveis de absorcdo. A capacidade antioxidante de cada
amostra (IC50) foi expressa como a concentracdo em pg/mL do extrato requerida para consumir DPPH em
50%.

2.2.4.2. Fosfomolibdénio

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de reducdo do ion fosfomolibdenio (Pietro et
al., 1999). Foi preparada solucdo reagente (0,6 M acido sulfurico, 28 mM de fosfato de sddio, e 24 mM de
molibdato de amdnio). A absorc¢do foi lida a 695 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel 1650 PC Shimadzu
(Kioto, Japdo). A quantificacdo foi feita por interpolacdo em uma curva de calibracdo do padrdo &cido L-
ascorbico e o resultado dado em mg equivalente de Acido Ascorcorbico por mL do extrato (mgEAA/mL).

2.2.5 Analise estatistica
Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia, utilizando Minitab versdo 18.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Influéncia da remogéo da gordura na quantificacdo de aminas bioativas

Os resultados obtidos ao verificar a influéncia da remoc¢do da gordura na quantificagdo das
aminas bioativas estdo descritos na tabela 1. Dentre as nove aminas pesquisadas, cinco foram detectadas
tanto nas amostras com e sem gordura, dentre elas, a poliamina espermidina e as aminas biogénicas
putrescina, triptamina, tiramina e feniletilamina. Em ambas as amostras, a amina encontrada em maior
teor foi a espermidina, seguida da tiramina, feniletilamina, putrescina e triptamina. A predominancia de
espermidina no chocolate é importante visto que esta poliamina apresenta funcfes relevantes a saude,
podendo-se destacar a modulagdo e promoc¢éo do crescimento, atua¢do na divisdo celular, organogénese,
resposta ao estresse, regulacdo da inflamacao sistémica, inibicdo da sintese de citocinas inflamatdrias
em macrdfagos, regulacdo da ativacdo do fator de necrose tumoral (NF-kB), maturacdo da mucosa
intestinal pds-natal e imunoglobulina A (IgA) e recuperacdo da mucosa intestinal (Santiago-Silva et al.,
2011; Matsumoto et al., 2011; Bandeira et al., 2012; Mochou et al., 2012). Ainda, as poliaminas séo
potentes sequestradoras do radical hidroxila, oxigénio singlete e peréxido de hidrogénio, podendo assim
inibir a peroxidacgdo lipidica, retardar a senescéncia e participar na reducdo de danos ao DNA (Kalac,
2014).

Observa-se pela tabela 1 que a remocdo da gordura do chocolate previamente & analise das
aminas nao afetou a extragdo de quatro das cinco aminas presentes no chocolate, incluindo a
espermidina, putrescina, tiramina e feniletilamina. Entretanto, o chocolate sem gordura apresentou um
teor significativamente menor de triptamina comparado ao ndo desengordurado. De fato, a gordura
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extraida do chocolate continha quantidade significativa de triptamina, o que confirma o arraste desta
amina durante o processo de desngorduramento.

Tabela 1. Teores médios £ desvios padréo das aminas bioativas em chocolate, chocolate sem gordura e
na gordura extraida do chocolate

Amostras Aminas bioativas (mg/kg)
Chocolate Chocolate sem Gordura do
gordura chocolate
Espermidina 13,77 £0,73° 12,95 + 0,16 ND
Putrescina 2,37 +0,30° 2,31 +0,36° ND
Triptamina 1,21 +0,20° 0,58 +0,03" 0,74 + 0,05
Tiramina 5,02 +0,03? 4,92 +0,09° ND
Feniletilamina 4,45 +0,55% 4,33 +0,46% ND

Médias + dp (base imida) com letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes (Teste de Tukey, p<
0,05).

3.2 Influéncia da remocao da gordura na quantificacdo de fenodlicos totais

Ao verificar a influéncia da retirada da gordura na quantificacdo dos compostos fendlicos e na
atividade antioxidante, determinados pelos testes de Folin-Ciocalteu e DPPH, respectivamente, obteve-se 0s
resultados apresentados na tabela 2.

Com relagdo aos compostos fendlicos totais, teores significativamente maiores foram obtidos nas
amostras sem gordura (10,83 + 1,60 mg/g) comparado a mesma massa de chocolate comum. A quantidade de
compostos fendlicos encontrada no chocolate e na gordura retirada do chocolate ndo diferiu estatisticamente,
3,21 £ 0,52 mg/g e 1,43 £ 0,29 mg/g, respectivamente. Conclui-se que a o solvente TCA (5%) extrai apenas
os poucos fendlicos que estdo ligados & gordura do chocolate. E importante observar que alguns compostos
fenolicos ficam na porcdo lipidica quando esta é retirada do chocolate, procedimento frequentemente
realizado no pré-tratamento das amostras.

Tabela 2. Teores médios * desvios padrao dos fenélicos totais e atividade antioxidante no chocolate,
chocolate desengordurado e na gordura extraida do chocolate

Amostra Compostos fendlicos Atividade antioxidante
(mg é&cido gélico/g) DPPH (ng/mL) lon fosfomolibdénio
(mgEAA/ML)
Chocolate 3,21 £0,52° 118,44 + 7,33 0,09 £ 0,00°
Chocolate sem
gordura 10,83 + 1,60° 18,70 £ 0,47° 1,13 + 0,02
Gordura do chocolate 1,43 +0,29° 100,30 +9,39" 0,14 +0,02°

Meédias + dp com letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes (Teste de Tukey, p<0,05).
Foi feita correcdo para a massa de chocolate retirando-se a gordura.

O teor de compostos fendlicos extraido na amostra desengordurada foi maior que nas demais
amostras. Isso pode ter ocorrido devido a presenga da gordura, que possui caracteristica apolar, impedindo a
extracdo dos compostos fendlicos pelo solvente. Partindo desse principio, a maioria dos estudos até entdo
realizados, trabalha com as amostras desengorduradas para retirada dos compostos bioativos, principalmente
os fendlicos, que possuem caracteristica polar (Efraim et al., 2010; Leite et al., 2013).

Um fator importante a ser observado é que pela primeira vez um estudo de atividade antioxidante e de
fendlicos totais foi realizado com extratos obtidos por TCA (5%). O rendimento em fendlicos totais obtido
com este solvente assemelhou-se a extragdo com éagua, quando comparado com metanol, como constatado
por Pires et al. (2016).
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3.2 Influéncia da remocéo da gordura na atividade antioxidante

Na andlise da atividade antioxidante (tabela 2) é possivel verificar que houve diferenca significativa
entre as trés amostras analisadas, chocolate, chocolate sem gordura e gordura do chocolate pelos métodos
DPPH e do ion fosfomolibdénio. Os resultados encontrados para o chocolate ap6s remogédo da gordura sdo
semelhantes na anélise pelo DPPH aos descritos por Leite et al. (2013), 20,47 + 1,86 pg/mL, apesar da
obtencdo do extrato para determinacdo da atividade antioxidante ter sido realizada com metanol comparado a
acido tricloroacético.

Foi verificada maior atividade antioxidante na gordura do chocolate do que no chocolate determinada
pelo método do radical DPPH (100,30 + 9,39 e 118,44 + 7,33 ug/mL) e confirmado pelo método do ion
fosfomolibdénio (0,09 + 0,00 e 0,14 + 0,02 mgEAA/mL), apesar dessas amostras ndo diferirem
estatisticamente no teor de compostos fendlicos, porém diferiam no teor da triptamina.

A eliminacdo de radicais livres DPPH e a capacidade antioxidante medida pelos métodos
convencionais, sempre foi fortemente correlacionada com o teor de flavonoides totais (Abu Bakar et al.,
2009). De fato, a atividade antioxidante de extratos de cacau e a concentracdo dos fendis totais parece ser
significativa, j& que os extratos com as maiores concentracdes de fendis monoméricos séo aqueles com maior
atividade antioxidante (Neganova et al., 2010; Estevdo et al., 2011; Oliveira et al., 2011), No entanto, 0s
resultados encontrados em outros trabalhos com chocolate e cacau ndo mostraram relacdo entre a atividade
antioxidante e fendlicos totais (Leite et al., 2013; Deus, 2015), justificada pela possivel interacdo flavonoides
x flavonoides, que pode reduzir ou aumentar a atividade antioxidante total (Hidalgo et al., 2010). Baseado
neste estudo, pode-se inferir, que a atividade antioxidante dos chocolates pode também estar relacionada com
a presenca de outras substancias como a triptamina e ndo apenas dos compostos fenélicos.

Outra constatacdo que corrobora com essa afirmacdo é a elevada atividade antioxidante registrada na
gordura do chocolate que além de compostos fendlicos possuia triptamina. Estudos recentes tém demostrado
importante atividade antioxidante da triptamina (Carvalho et al., 2010).

4. CONCLUSOES

O chocolate da Bahia é fonte de aminas bioativas com destaque da poliamina espermidina, que é
benéfica a salde humana. O processo de remogdo da gordura do chocolate previamente a analise de aminas
ndo interferiu na quantificacdo de espermidina, putrescina, tiramina e feniletilamina, entretanto, ha uma
perda significativa de triptamina no extrato etéreo. O chocolate desengordurado permitiu melhor extragéo
dos compostos fendlicos pelo solvente. A quantidade de compostos fendlicos ndo foi diretamente
proporcional a atividade antioxidante das amostras de chocolate com gordura e na gordura retirada do
chocolate, sugerindo que a triptamina pode ser também responsavel pela atividade antioxidante do chocolate.
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