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RESUMO

Objetivo: Este trabalho objetivou empregar a técnica de Espectrometria de Massas com 
Ionização por Paper Spray (PS-MS) para a avaliação do perfil químico de amêndoas de 
cacau (Theobroma cacao) da variedade forasteiro cultivados na região Transamazônica 
do Pará.  Métodos: As amêndoas de cacau utilizadas nesse trabalho, foram oriundas 
da Cooperativa Central de Produção Orgânica da Transamazônica e Xingu. Foram fer-
mentadas naturalmente durante seis dias e então preparados extratos metanólicos de 
amostras de amêndoas de cacau (1:2) L:L e em seguida avaliadas nos modos de ion-
ização negativo e positivo.  Resultados: Os resultados demonstram que no modo pos-
itivo foi possível identificar onze compostos, constituintes das classes das metilxantinas 
(18,2%), fenilpropanoides (9,1%), esteróides (27,3%) e flavonóides (45,5%), já no modo 
de ionização negativa foi possível identificar cinquenta e cinco compostos entre ácidos 
hidroxibenzóicos (16,4%), fenilpropanoides (20,0%), flavonoides (52,7%), açúcares e 
glicosídeos (10,9%). A metodologia empregada de PS-MS se demonstrou eficaz para 
a avaliação das amostras, possibilitando identificar no total sessenta e seis compostos. 
Conclusão: As propriedades bioativas atribuídas ao cacau foram confirmadas nas 
amostras analisadas pelos compostos identificados por PS-MS indicando a qualidade 
da matéria prima e descrevendo o seu perfil químico e contribuindo para o maior enten-
dimento dos seus atributos.
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INTRODUCTION

O cacau (Theobroma cacao L.) é um fruto nativo às regiões tropicais das Américas 
Central e do Sul, com distribuição natural da espécie se estendendo desde o sudeste do 
México à bacia Amazônica (WHITKUS et al., 1998). 

É um fruto reconhecido devido à grande riqueza de compostos apresentados na sua 
constituição química, como polifenóis, metilxantinas e protoantocianidinas, cujas propriedades 
são associadas à benefícios à saúde, bem como potente atividade anti-inflamatória, bacte-
ricida e antioxidante (SÁNCHEZ-RABANEDA et al., 2003; BARNABA et al., 2017; ORACZ 
et al., 2015; GALLEGO et al., 2019).

Para a obtenção das amêndoas, frutos de cacau são colhidos ainda em alto teor de 
umidade, a partir dos quais são separados a casca, a polpa e as sementes. As sementes 
são destinadas a fermentação para a eliminação da mucilagem que as recobrem. Após fer-
mentadas, as sementes, denominadas amêndoas, passam por um processo de secagem 
que pode ocorrer artificialmente ou de maneira natural. Na secagem natural, o material é 
regularmente revolvido garantido a homogeneização do processo de secagem, além de 
evitar focos de umidade que podem propiciar o desenvolvimento de fungos fitopatogênicos 
(SILVA NETO, 2001; DE VUYST & WECKX, 2016; ROMANENS et al., 2019).  

As amêndoas, portanto, são essenciais para a valorização e reconhecimento da qual-
idade dos produtos produzidos pelos cacauicultores (CHOI et al., 2016). Por serem a forma 
a partir da qual boa parte da cadeia agroindustrial do cacau se deriva, a avaliação da sua 
qualidade reflete no mercado, sendo capaz de estimular maior interesse por parte dos 
produtores de cacau, e por associação os consumidores, que serão ofertados produtos de 
maior qualidade (KONGOR et al., 2016; LOUREIRO et al., 2017; HASHIMOTO et al., 2018).

Parte dos trabalhos que buscam avaliar o perfil químico de amêndoas de cacau tem 
sido extensivamente realizados utilizando a cromatografia líquida de alta eficiência (high per-
formance liquid chromatography, HPLC) sendo a metodologia mais comumente encontrada 
na literatura para a exploração de metabólitos secundários e caracterizar o perfil químico de 
diferentes cultivares da espécie (SÁNCHEZ-RABANEDA et al., 2003; COUNET et al., 2004; 
PATRAS et al. 2014; D’SOUZA et al. 2017; GALLEGO et al. 2019).

Entre outras tecnologias utilizadas para análises de perfis químicos, a espectrometria 
de massas com ionização por paper spray (paper spray mass spectrometry, PS-MS), desen-
volvida por Wang et al. (2010), é uma das técnicas de ionização ambiente que tem sido cada 
vez mais aplicada no estudo de substâncias complexas tais como fármacos, metabólitos e 
pesticidas devido à sua alta versatilidade, simplicidade e baixo custo, se destacando como 
uma ferramenta de alto potencial para o avanço de estudos nestas linhas de pesquisa, 
ganhando cada vez mais espaço em análises de qualidade de alimentos (Campelo et al., 
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2020; Minighin et al., 2020, Oliveira et al., 2020; Ramos et al., 2020; Silva, E. B. M. et al., 
2020;; Silva, M. R et al., 2020; Silva, V. D. M.; Arquelaua, P. B. F. et al., 2020; Silva, V. D. M., 
Macedo, M. C. C.  et al., 2020; LI et al., 2013; EVARD et al., 2015; TAVERNA et al., 2016).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo o emprego de PS-MS na car-
acterização dos extratos derivados de amostras de amêndoas de cacau.

MATERIAL E MÉTODOS

Material vegetal

As amêndoas de cacau utilizadas nesse trabalho, foram oriundas da Cooperativa Central 
de Produção Orgânica da Transamazônica e Xingu, CEPOTX, da variedade forasteiro (tipo 
comum), com frutos colhidos sem perfurações de ponta de facão, maduros, com coloração 
amarelo ouro, durante a safra principal em julho de 2019. As sementes úmidas foram trans-
portadas em sacos plásticos fechados e colocadas para fermentar em caixas de madeira 
quadradas (cochos de fermentação), com comprimentos de 1,40 x 0,70 x 0,70cm. A quanti-
dade de massa de cacau utilizada, por lote, foi de aproximadamente 200 kg de cacau úmido. 

A fermentação ocorreu naturalmente, durante seis dias, com revolvimentos controlados 
em função da temperatura (Bertorelli et al., 2009, Fernández et al., 2012). Ao final do processo 
fermentativo as amêndoas foram levadas para secagem em secadores tipo barcaça, onde 
as amêndoas de cacau foram dispostas em camadas com altura de 5cm, durante 144 horas, 
com revolvimentos a cada 2 horas até atingir a umidade de 6,2 % (Bertorelli et al., 2009).

Após a secagem ao sol, as amêndoas foram ensacadas em sacos de junta e uma 
amostra de 500g foi coletada aleatoriamente e encaminhada para o laboratório de Química 
da Universidade Federal de São João del-Rei, campus Sete Lagoas, MG.

Extrato metanoico

Para a obtenção dos extratos foi aplicada uma adaptação da metodologia descrita por 
Rufino et al. (2010).

As amostras foram homogeneizadas, e 0.5 g das amostras foram pesadas e em seguida 
acrescidas 1,0 mL de solução metanol/água (50:50, v/v). As amostras foram agitadas por 
20 s em agitador tipo vórtex, e posteriormente mantidas em incubação por 1 h ao abrigo de 
luz e temperatura ambiente.

Após a incubação, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 4 °C e rotação de 
15000 x g. O sobrenadante foi em seguida transferido para um tubo Falcon de 15 mL, no 
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qual foi adicionado 1 mL de solução acetona/água (70:30, v/v), seguido por mais uma etapa 
de centrifugação.

O sobrenadante separado da segunda centrifugação foi transferido para um microtu-
bo Eppendorf de 5 mL, completando-se o volume com água deionizada. Os extratos foram 
armazenados à temperatura de congelamento e permaneceram neste estado até a real-
ização das análises.

Espectrometria de massas com ionização por paper spray

O perfil químico das amostras foi analisado utilizando um espectrômetro de massas LCQ 
Fleet (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) acoplado à uma fonte de ionização ambiente 
por paper spray. As análises foram realizadas em triplicata tanto para os modos negativo e 
positivo seguindo a metodologia descrita por Silva et al. (2019).

Alíquotas de 2 µL das amostras e de 40 µL de metanol foram aplicadas ao papel cro-
matográfico recortado em formato triangular acoplado ao equipamento. Para a aquisição dos 
dados, a fonte de voltagem foi ligada sob as condições instrumentais de voltagem de fonte 
PS-MS de +4 kV para o modo positivo e -3 kV para o modo negativo; voltagem do capilar 
de 40 V; temperatura do tubo de transferência de 275 °C; voltagem das lentes do tubo de 
120 V; faixa de massas de 100 a 1000 m/z no modo de ionização negativo e de 100 a 2000 
m/z no modo de ionização positivo. 

A confirmação da identidade dos sinais se deu pela comparação de dados da literatura 
e fragmentação por espectrometria de massas sequencial. A fragmentação dos íons ocorreu 
utilizando energias de colisão de 15 e 45 eV.

Figura 1. Esquema adaptado de Silva et al 2019 da fonte de ionização por paper spray.

Source: Adapted from Teodoro et al. (2017).

Análise dos dados instrumentais

As tentativas de identificação dos compostos obtidos a partir dos sinais instrumentais 
foi feita baseando-se na importação dos dados a partir da aplicação Thermo Scientific™ 
FreeStyle™ 1.6. O arquivo importado contendo as razões massa carga (m/z), intensidade 
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absoluta e relativa foram analisadas utilizando planilhas automatizadas desenvolvidas no 
Microsoft® Excel® 2016 MSO.

RESULTADOS

Modo positivo de ionização

Na figura 2 é apresentado o espectro gerado a partir de amostras de amêndoas de 
cacau no modo positivo.

Figura 2. Espectrograma de PS-MS no modo positivo de uma amostra de cacau.

Source: Authors (2020).

A totalidade dos íons identificados é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Identificação de íons por PS(+)-MS.

Nº Tentativa de Identificação m/z CAS MS/MS Referência

Metilxantinas

1 Teobromina 181 83-67-2 163, 140 Ortega, 2008

2 Cafeína 195 58-08-2 138, 110 Ortega, 2008

Fenilpropanoides

3 N-Feruloiltiramina 314 66648-43-9 177 Da Rosa, 2015

Flavonoides

4 Cianidina 3-O-arabinosídeo 419 111613-04-8 287 Pereira-Caro, 2013

5 Cianidina 3-O-galactosídeo 449 27214-71-7 287 Oracz, 2015

6 Quercetina 465 117-39-5 303 Türker, 2013

7 Kaempferol-3-O-β-D-(600-E-p-cu-
maroil)-glucopiranosídeo 595 480-10-4 449, 287 Da Rosa, 2015

Esteróides

9 20-Hidroxiecdisona 481 5289-74-7 463, 445, 427 Da Rosa, 2015

10 20-Hidroxiecdisona-3-O-β-D-xi-
lose 613 – 481, 463, 445, 427 Da Rosa, 2015

11 20-Hidroxiecdisona-3-O-β-D-glico-
piranosídeo 643 – 625, 607, 481, 463, 445, 427 Da Rosa, 2015
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Modo negativo de ionização

Um exemplo de espectro PS(-)-MS de amostras de cacau analisadas é apresen-
tado na Figura 3.

Figura 3. Espectrograma de PS-MS no modo negativo de uma amostra de cacau.

A Tabela 2 apresenta a tentativa de identificação dos íons com base nos sinais m/z obtidos 
pelos instrumentos e comparação com a literatura.

Tabela 2. Identificação de íons por PS(-)-MS.

Nº Tentativa de Identificação m/z CAS MS/MS Referência

Ácidos hidroxibenzoicos

1 Ácido hidroxibenzoico 137 99-96-7 93 Ortega, 2008

2 Vanilina 151 121-33-5 103 Ortega, 2008

3 Ácido protocatecuico 153 99-50-3 109 Sánchez-Rabaneda, 2003

4 Ácido vanílico 167 121-34-6 123 Ortega, 2008

5 Ácido gálico 169 149-91-7 125 Sánchez-Rabaneda, 2003

6 Ácido siríngico 197 530-57-4 153 Ortega, 2008

Fenilpropanoides

7 Ácido cinâmico 147 140-10-3 103 Ortega, 2008

8 Ácido cumárico 163 501-98-4 119 Sánchez-Rabaneda, 2003

9 Ácido cafeico 179 331-39-5 135 Sánchez-Rabaneda, 2003

10 Ácido ferúlico 193 1135-24-6 149, 178, 134 Sánchez-Rabaneda, 2003

11 N-cumaroil-L-aspartato 278 – 163, 132, 119 Pereira-Caro, 2013

12 p-cumaroil glutamina 291 – – D’Souza, 2017

13 N-cafeoil-L-aspartato 294 – 276, 179, 131 Pereira-Caro, 2013

14 Ácido hidroxibenzóico-O-hexosídeo 299 – 137 Türker, 2013

15 Ácido clorogênico 353 327-97-9 191 Türker, 2013
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Nº Tentativa de Identificação m/z CAS MS/MS Referência

16 Cafeoil-tirosina 342 124027-56-1 – D’Souza, 2017

17 Clovamida 358 53755-03-6 222, 178, 161 Barros, 2016

Flavonoides

18 Apigenina 269 520-36-5 151 Sánchez-Rabaneda, 2003

19 Naringenina 271 67604-48-2 177, 151, 119, 107, 93, 
83 Sánchez-Rabaneda, 2003

20 Luteolina 285 491-70-3 217, 199, 175, 151, 133, 
107 Sánchez-Rabaneda, 2003

21 Di-hidroxikaempferol 287 – 259 Ortega, 2008

22 Catequina 289 154-23-4 245 Sánchez-Rabaneda, 2003

23 Quercetina 301 117-39-5 151 Ortega, 2008

24 Taxifolina 303 480-18-2 285 Ortega, 2008

25 Epigalocatequina 305 970-74-1 125 Ortega, 2008

26 Isoramnetina 315 480-19-3 300, 151 Sánchez-Rabaneda, 2003

27 Deoxyclovamida 326 – – Cádiz-Guerrea, 2014

28 Vitexina 431 3681-93-4 341, 311, 269 Sánchez-Rabaneda, 2003

29 Prunina 433 529-55-5 271 Sánchez-Rabaneda, 2003

30 Orientina 447 28608-75-5 357, 327, 285 Sánchez-Rabaneda, 2003

31 Kaempferol-3-O-hexosídeo 447 – 271 Sánchez-Rabaneda, 2003

32 Catequina-3-O-glicosídeo 451 – 331, 289, 245 Patras, 2014

33 Isoscutelareina 8-O-β-D- glicuronida 461 – 285 Barros, 2016

34 Hiperosida 463 482-36-0 301 Sánchez-Rabaneda, 2003

35 Hipolaetina 8-O-β-D- glicuronida 477 – 301 Barros, 2016

36 Miricetina-glicosídeo 479 – 316 Ortega, 2008

37 Amentoflavona 537 1617-53-4 375 Sánchez-Rabaneda, 2003

38 Isoroifolina 577 552-57-8 269 Sánchez-Rabaneda, 2003

39 Naringina 579 10236-47-2 459, 271 Sánchez-Rabaneda, 2003

40 Proantocianidina 591 18206-61-6 – Cádiz-Guerrea, 2014

41 Nicotilflorina 593 17650-84-9 285 Sánchez-Rabaneda, 2003

42 Rutina 609 153-18-4 301 Sánchez-Rabaneda, 2003

Outros

43 Ácido cítrico 191 77-92-9 – D’Souza, 2017

44 Prolilidroxprolina 227 – – D’Souza, 2017

45 Citrato de isopropila 233 39413-05-3 – D’Souza, 2017

46 Leucina hexósido 292 – – D’Souza, 2017

47 Ácido L-aspártico 308 56-84-8 – Cádiz-Guerrea, 2014

48 Sacarose 341 57-50-1 – Cádiz-Guerrea, 2014

49 Swerosida 357 14215-86-2 – Cádiz-Guerrea, 2014

50 Cis-3-hexenil β-primeverosida 393 132278-37-6 – Cádiz-Guerrea, 2014

51 Octen-3-il primaverosida 421 209863-01-4 359, 319, 277 Patras, 2014
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DISCUSSÃO

Modo positivo de ionização

As tentativas de identificação de compostos em PS-MS no modo de ionização positivo 
distinguiram quatro classes químicas, dentre essas são classificados os flavonoides repre-
sentando a maioria dos compostos identificados, seguidos por esteroides, metilxantinas e 
fenilpropanoides. 

A teobromina, identificada pelo sinal m/z 181, é um metabólito da cafeína que se-
gundo Duke (1992) é comumente encontrado nas sementes e casca do cacau, mocam-
bo (Theobroma bicolor), e nas folhas de erva-mate (Ilex paraguariensis) e chá-da-índia 
(Camellia sinensis). 

A cafeína (íon com m/z 195) é outro composto observado em análises anteriores utili-
zando UPLC-MS/MS, uma das principais metilxantinas que encontradas nas sementes de 
cacau (ORTEGA et al., 2008; OGAH et al., 2012). 

Os compostos esteroides como 20-hidroxiecdisona, identificada pelo íon com m/z 481 e 
seus metabólitos de sinal com m/z 613, 20-hidroxiecdisona-3-O-β-D-xilose, e sinal com m/z 
643, 20-hidroxiecdisona-3-O-β-D-glicopiranosideo, foram constatados previamente na litera-
tura por Da Rosa et al. (2015) em amostras de guanxuma (Sida tuberculata L., Malvaceae), 
a descrição desses compostos na composição do cacau é inédita. 

As antocianidinas são representadas nas amostras de cacau pelos íons de m/z 419 
e 449, cianidina 3-O-arabnosideo e cianidina 3-O-galactosideo, também observados por 
Pereira-Caro et al. (2013) e Oracz et al. (2015) no fruto utilizando as metodologias de HPLC-
MS/MS e RP-UHPLC-DAD/ESI–MS/MS respectivamente. 

Os sinais com m/z 465 e 611 podem ser atribuídos ao flavonol quercetina, e o glicosídeo 
rutina (quercetina-3-O-rutinosídeo), respectivamente. Türker & Dalar (2013) identificaram 
estes compostos em Malva neglecta Wallr., outra espécie da família Malvaceae, utilizando 
HPLC–DAD, observando a atividade antioxidante e inibitória de enzimas in vitro dos com-
postos fenólicos desta espécie. 

Modo negativo de ionização

A análise PS-MS no modo de ionização negativo possibilitou a identificação de cinquenta 
e um compostos distintos, pertencentes às classes dos ácidos hidroxibenzóicos, fenilpro-
panoides, flavonoides, e outros compostos como açúcares, ácidos orgânicos e glicosídeos. 
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O ácido hidroxibenzóico, identificado pelo íon com m/z 137, é um composto associado 
ao ácido salicílico e salicina, os primeiros compostos isolados com atividade farmacológica 
(NORN et al., 2009). 

O sinal com m/z 153 é atribuído ao ácido protocatecuico, cuja presença foi registrada 
no cacau por Sánchez-Rabaneda et al. (2003) por LC-MS/MS, foi observado por Winters 
et al. (2017) apresentando efeitos neuroprotetores e antioxidantes em culturas celulares, 
são também observadas propriedades anti-inflamatórias e atenuação de depósitos amiloides 
associados à melhora de déficits cognitivos (TSAI et al., 2012; SONG et al., 2014).

À clovamida pode ser atribuída a m/z 358, previamente identificada no cupuaçu por 
Barros et al. (2016) aplicando UPLC-ESI-QTOF. O composto geralmente é encontrado no 
cacau em pequenas quantidades, sendo mais comumente encontrado em espécies do gênero 
Trifolium, mais especificamente o trevo vermelho (Trifolium pratense L.) (CABALLERO et al., 
2015; TEBAYASHI et al., 2000). 

O sinal com m/z 353 é identificado como ácido clorogênico, o composto mais abundante 
entre os isômeros de ácido cafeoilquínico. É um dos ácidos de maior disponibilidade entre 
os compostos fenólicos encontrado naturalmente em extratos de café e chá (MENG et al., 
2013; VENDITTI et al., 2015). 

Os sinais com m/z 179 e m/z 193 identificam os ácidos cafeico e ferúlico, foram reg-
istrados em extratos de sementes de cacau por Sánchez-Rabaneda et al. (2003) utilizando 
LC/MS/MS. O efeito terapêutico do ácido ferúlico se deve principalmente às propriedades 
anti-inflamatórias e antioxidantes, exibindo atividades biológicas como anticarcinogenicidade, 
anti-apoptose e anti-diabétio. e cardioprotetor e neuroprotetor (GHOSH et al., 2017).

A proantocianidina pode ser identificada pelo íon com m/z 591, descrito também por 
Cádiz-Guerrea et al. (2014) em extratos de cacau utilizando HPLC-MSESI-QTOF, o com-
posto apresenta características promotoras de benefícios à saúde, principalmente devido à 
sua capacidade antioxidante (ODAI et al., 2019). 

Assim como a proantocianidina, o sinal com m/z 591 identificado como naringina, 
possui potencial antioxidante, com estudos apontando sua eficácia na redução de danos 
ao DNA induzidos por H2O2, esta característica é também associada a redução de risco 
de desenvolvimento de câncer devido ao seu efeito genoprotetor (BACANLI et al., 2015; 
SZCZEPANIAK et al., 2020). 

Nicotilflorina, atribuída ao sinal com m/z 593, é um glicosídeo comumente associa-
do a benefícios neurológicos. O composto possui potencial protetivo ao sistema nervoso, 
apresentando melhora significativa em casos de disfunção de memória, falha metabólica 
e estresse oxidativo associados à demência causada por acidentes vasculares cerebrais 
(HUANG et al., 2007). A orientina, identificada pelo íon com m/z 447, é outro glicosídeo 
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associado à benefícios neurológicos, com efeitos de atenuação de danos causados por 
iesquemia e reperfusão ao atuar em vias metabólicas sinalizadoras, possuindo também 
mecanismos neuroprotetores contra dano oxidativo causado por peróxido de hidrogênio em 
células nervosas (WANG et al., 2017; LIM et al., 2018)

O íon com m/z 303 é identificado como taxifolina, um flavonol comumente utilizado 
em produtos comerciais devido às suas atividades biológicas e mecanismos moleculares 
relacionados. A taxifolina possui efeitos antitumorais, antioxidantes e protetores cardiovas-
culares, destacando-se entre esses efeitos a atividade anticancerígena (SUNIL & XU, 2019).

CONCLUSÃO

As amêndoas de cacau apresentaram em sua composição flavonoides, fenilpropanoi-
des, ácidos hidroxibenzóicos, esteróides, metilxantinas, açúcares, ácidos orgânicos e gli-
cosídeos. As propriedades bioativas atribuídas ao consumo do cacau são condizentes com o 
encontrado no trabalho, demonstrando a importância da exploração da composição química 
de produtos do cacau associados a benefícios popularmente atribuídos a eles. Além disso, 
foi possível identificar dentro da classe dos esteróides e fenilpropanóides, compostos como 
a 20-hidroxiecdisterona e clovamida, respectivamente, compostos pouco descritos no gênero 
Theobroma e inéditos em análises de amostras de cacau por PS-MS.
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