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RESUMO

O cacau (Theobroma cacao) é um fruto que tem grande expressdo econdmica no
Brasil e no mundo. Estudos clinicos feitos em humanos tém revelado que as sementes de
cacau atuam beneficamente a salde, principalmente pelo alto teor de compostos fendlicos.
Todavia a maior parte dos mesmos se perde nas primeiras etapas pés-colheita: a fermentacao
e a secagem. Este estudo tem como objetivo analisar as alteragcdes na capacidade antioxidante
e no teor de compostos fenodlicos de améndoas de cacau apds processo de fermentacdo, em
diferentes alturas de leito, e secagem. As fermentacdes foram realizadas variando a altura do
leito (20, 30, 40, 50 e 60 cm) durante sete dias, seguida por secagem a sombra, durante quatro
dias, ou a sol, durante 3 dias. As améndoas secas foram trituradas e liofilizadas, seguido por
extracdo tripla com acetona, agua e acido acético (70:28:2, v:v:v) durante uma hora cada. Os
resultados indicaram que, de uma forma geral, os tratamentos propostos apresentaram menor
teor de compostos fendlicos em relagdo a fermentacdo convencional (60 cm de leito), o qual
apresentou conteldo de compostos fendlicos de 277,8 mg equivalente catequina/g Nibs Seco
(NS), apés a fermentacdo, e 215,2 e 250,2 mg equivalente catequina/g apds a secagem a
sombra e ao sol, respectivamente. Quanto a atividade antioxidante, a fermentacdo com 60 cm
de leito antes da secagem foi a que apresentou maior valor de DPPH atingindo 26,7 umol
equivalente Trolox/g NS, porém a fermentacdo com 50 cm de leito apresentou maior valor
DPPH apds secagem sombra atingindo 20,1 umol equivalente Trolox/g.

Palavras-chave: Theobroma cacao; fermentacdo; polifendis; secagem; capacidade

antioxidante



ABSTRACT

The Cacao (Theobroma cacao) is a fruit that has high economic impact in Brazil and in the
world. Clinical studies in humans have shown that cocoa beans act beneficially to health,
especially because the high content of phenolic compounds. However most of them are lost in
the early stages post-harvest: fermentation and drying. This study aims to analyze the
changes in the antioxidant capacity and phenolic content of cocoa beans due to different
processes of fermentation and drying. The fermentations were carried out varying the height
of the bed (20, 30, 40, 50 and 60 cm) for seven days, followed by drying in the shade, for four
days, or sun for 3 days. The dry beans were ground and lyophilized, followed by triple
extraction with acetone, water and acetic acid (70:28:2, v: v: v) for one hour each. The results
indicated that, in general, all of the treatments showed a lower content of phenolic compounds
in relation to conventional fermentation (60 cm bed), that showed phenolic compounds of
277.8 mg catechin equivalent / g Dry Nibs (NS), after fermentation, and 215,2 and 250,2 mg
catechin equivalent / g after drying in the shade and the sun, respectively. For antioxidant
activity, fermentation at 60 cm of bed before drying showed the highest value of DPPH
reaching 26.7 umol Trolox equivalent / g Dry Nibs (NS), but fermentation with 50 cm of bed
showed higher DPPH after drying in shade reaching 20,1 umol Trolox equivalent / g.

Keywords: Theobroma cacao; fermentation; polyphenols; drying; antioxidant capacity.
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1 INTRODUCAO

Os compostos fenolicos, também denominados de polifendis, tém sido amplamente
estudados devido seus efeitos bioldgicos benéficos a salde relacionados com a alta
capacidade antioxidante, conferindo as diversas fontes desses compostos propriedades anti-
inflamatdria, anticarcinogénica, antitrombdtica, antimicrobiana, analgésica e vasodilatadora,
comprovadas através de estudos cientificos (WOLLGAST, ANKLAM, 2000).

A Regido Amazonica, em funcdo da sua enorme biodiversidade vegetal, tem se
apresentado em muitos estudos como importante fonte de vegetais com elevada capacidade
antioxidante devido principalmente suas elevadas concentracdes em compostos fenolicos.
Esses estudos tém contribuido ndo s6 para o desenvolvimento de possiveis aplicacGes desses
compostos como alimentos funcionais, mas também para o desenvolvimento sustentavel da
regido, ao estimular a sustentabilidade econémica e o desenvolvimento de comunidades locais
(SILVA, 2006).

Theobroma cacao L., conhecida como cacaueiro, € uma dessas plantas da Regido
Amazonica ricas em compostos fenolicos (WATERHOUSE et al 1996; WOLLGAST,;
ANKLAM, 2000) que proporcionam efeitos positivos sobre a salide humana, uma vez que o
cacau tem um longo histérico de utilizacdo como alimento e como medicamento (KWIK-
URIBE, 2005). Lee et al. (2003) encontraram em bebida preparada com cacau em po 44%,
73% e 80% mais compostos fendlicos por por¢do® que no vinho tinto, cha verde e cha preto,

respectivamente.

Dos polifendis encontrados no cacau 60%, em peso seco, sdo (+) catequinas, (-)
epicatequinas e procianidinas. Os flavondides majoritarios sdo a (+)- catequina e a (-)-
epicatequina (EFRAIM et al., 2010).

Apesar do elevado contetdo de compostos fenolicos nas sementes de cacau, alguns
estudos indicam que durante o pré-processamento do cacau (fermentacdo e secagem) ha perda
de compostos fendlicos, que sob o ponto de vista sensorial é desejavel, mas ndo do ponto de
vista funcional (BRITO, 2000; LOPES, 2000, MATTIETTO, 2001; EFRAIM et al., 2010).

! porcdo preparada de acordo com a prescri¢do comercial para consumo. 14



Estas perdas de compostos fendlicos tém sido atribuidas as condicGes de
processamento além de outros fatores como a atuacéo da polifenoloxidase (PFO), que durante
0s processos de fermentacao e secagem € responsavel pela oxidacdo dos compostos fendlicos.
Durante a secagem da améndoa as condi¢des de temperatura, pH e disponibilidade de O
tornam-se cada vez mais adequadas para atividade da PFO e, por consequéncia, para oxidagdo
dos polifendis (EFRAIM, 2004; BRITO; GARCIA; AMANICO, 2002).

As sementes de cacau sdo submetidas aos processos de fermentacdo e secagem para
originar améndoas que sdo usadas na producdo de cacau em pé e chocolate (WOLLGAST,
2004; ANDRES-LACUEVA et al., 2008).0s processos de fermentacdo e secagem para
obtengédo do cacau comercial s&o de grande importancia para a diminui¢do do amargor e da
adstringéncia das améndoas de cacau que sdo atribuidos aos polifendis, a cafeina, a
teobromina e aminoacidos, entre outros componentes naturalmente presentes nessa matéria
prima (LUNA et al., 2002; MISNAWI et al., 2005).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo geral, estudar a influéncia dos
processos de fermentacdo e secagem das sementes de cacau (Theobroma cacao var.

Forasteiro) sobre o teor de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante.
Os objetivos especificos do estudo englobam:

« Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos cotilédones das améndoas durante
0s processos de fermentacéo (diferentes alturas de leito) e secagem (sombra e sol);

* Quantificar as principais classes de compostos fendlicos presentes naturalmente

em sementes de cacau;
» Avaliar a atividade enzimatica da PFO nas sementes de cacau;

* Avaliar a influéncia da fermentacdo e secagem das sementes sobre a

adstringéncia das améndoas de cacau.

15



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CACAU

Theobroma cacao L. (Figura 2.1) é uma arvore com 4-8 m de altura, da familia
botanica Sterculiaceae. E originaria do continente americano, provavelmente das bacias dos
rios Amazonas e Orenoco, de onde se espalhou por toda regido e onde ainda se encontram
algumas espécies em estado nativo (SILVA, TASSARA, 2005; RUSCONI, CONTI, 2010;
KIM, LEE, LEE, 2011). Atualmente o cacau é cultivado em paises da América do Sul,

Central e do Norte, além da Africa, Asia e Oceania.

Figura 2.1. Theobroma cacao L. var. Forasteiro (Foto: AFOAKWA, 2010).

As condicdes ideais para o cultivo sdo temperaturas acima de 20 °C e precipitacdo
anual de 1500 — 2500 mm (AFOAKWA, 2010; KIM; LEE; LEE, 2011). O cacaueiro comeca
a produzir aos 4 anos, atingindo plena produtividade aos 12 e produz, em média, até 35 anos.
A época de colheita é variavel nas zonas cacaueiras. No Brasil a safra vai de maio a setembro.
O fruto aparece na arvore de quatro a seis meses ap6s a floracdo e é composto por casca,
polpa e sementes. A relacdo peso/volume do fruto é 1:2, sendo que a casca representa 75% do
total (OETTERER, 2006).

O comprimento das sementes de cacau varia entre 21 e 29 mm, a largura entre 10 a 17
mm e sua espessura entre 8 a 12 mm. As sementes sdo constituidas por um embrido e dois
cotilédones recobertos por um envoltério denominado testa ou tegumento (LOPES et al.,
2000). Os cotilédones constituem cerca de 82% e a testa e 0 embrido representam 17% e 1%,
respectivamente (LOPES, 2000).

16



As sementes de cacau sdo envolvidas por uma polpa doce, mucilaginosa com 80% de
umidade e 15% de monossacarideos, sendo que cada fruto é composto por aproximadamente
25 a 75 sementes (14 a 30% da massa total). Normalmente, as sementes de cacau sdo brancas,
mas tornam-se violeta ou marrom avermelhado durante o processo de fermentacdo e secagem
(OETTERER, 2006; KIM, LEE, LEE, 2011).

2.1.1 Variedades

O género Theobroma contém cerca de 22 espécies. As espécies encontradas no Brasil
e restritas a bacia Amazonica sdo: T. grandiflorum, T. obovatum, T. subincanum, T.
speciosum, T. sylvestre, T. microcarpum, T. glaucum, T. canumanense, T. bicolor e T. cacao
(CUATRECASAS, 1964).

Na Amazonia brasileira, até a década de 60, o cultivo do cacaueiro foi estabelecido
com sementes provenientes de populagdes naturais (tradicionais) ou de plantagdes cultivadas
a beira dos rios (ALMEIDA; NETO, 2000). A utilizacdo de sementes de variedades
melhoradas no Brasil ocorreu apenas a partir dos anos 60, com a criagdo do CEPEC (Centro

de Pesquisas do Cacau) pela CEPLAC (Comissédo do Plano da Lavoura Cacaueira).

As principais variedades da espécie Theobroma cacao destinadas ao processamento de
chocolate e derivados de cacau sdo Criollo, Forasteiro e Trinitario (Figura 2.2), sendo este
altimo um hibrido genético de Criollo e Forasteiro. Essas variedades sdo consideradas
tradicionais e classificadas com base em caracteristicas morfoldgicas e origens geogréaficas
(RUSCONI; CONTI, 2010).

Trinttdrio

Figura 2.1. Principais variedades da espécie Theobroma cacao. (Foto: EFRAIM, 2004).
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A variedade Criollo é cultivada principalmente no Equador. Devido a sua maior
suscetibilidade a doenga ‘Vassoura-de-bruxa’ é raramente utilizada pelas industrias de
chocolate, sendo apenas beneficiado 5-10%. Esta variedade possui sementes grandes,
cotilédone branco ou violeta claro, com odor caracteristico de cacau doce e delicado.
Sementes dessa variedade, quando corretamente processados, originam chocolates e outros
derivados com sabor mais frutado, suave, menos amargo e bastante aromatico (RUSCONI,
CONTI, 2010; EFRAIM, ALVES, JARDIM, 2011).

A variedade Forasteiro possui varias sub-variedades e € mais resistente a pragas do
que a variedade Criollo, 0 que torna seus grdos mais baratos e competitivos na producgéo de
chocolate (80% da producdo). Os frutos apresentam forma mais arredondada e casca com
superficie dura e quase lisa. As sementes sdo firmemente alojadas na polpa e tém formato
achatado, de forma quase triangular; possuem cotilédones intensamente pigmentados de cor
violeta e sabor mais acido e adstringente do que as outras variedades (OLIVEIRA, 2005,
AFOAKWA, 2010; RUSCONI, CONTI, 2010; EFRAIM, ALVES, JARDIM, 2011). Efraim,
Alves, Jardim (2011) relataram que os atributos sensoriais de sabor amargor e adstringéncia
foram mais pronunciados em produtos derivados de cacau Forasteiro do que produtos
derivados de cacau Criollo devido as sementes de cacau da variedade Forasteiro terem
apresentado de 30 a 60% mais compostos fendlicos que na variedade Criollo.

A variedade Trinitario é resultante da hibridizacdo entre arvores da variedade Criollo
e Forasteiro, porém, bioguimicamente, pesquisas mostram que o fruto possui caracteristica
mais semelhante ao cacau Criollo. Os cotilédones das sementes possuem coloracao variando
de branca a violeta palido. Esta variedade € utilizada em cerca de 10-15% da producdo de
chocolate (AFOAKWA, 2010; RUSCONI, CONTI, 2010).

Varios estudos de melhoramento genético de cacaueiros foram desenvolvidos e diante
da dificuldade de classificacdo das variedades devido a ampla variedade genética, Motamayor
et al. (2008) sugeriram uma classificacdo abrangendo dados da diversidade genética
contrapondo a tradicional classificagdo em Criollo, Forasteiro e Trinitario, a qual € baseada
apenas nas caracteristicas morfoldgicas e origens geograficas. Nessa classificacdo os autores
propuseram que os germoplasmas de Theobroma cacao fossem divididos em dez grupos
genéticos distintos: Amelonado, Contamana, Criollo, Curaray, Guiana, Iquitos, Marafon,

Nacional, Nanay e Purus.
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2.1.2 Composigdo quimica

A polpa de cacau é rica em agUcar, com aproximadamente 15% de monossacarideos e
84% de umidade, 0,20 % de lipidios e 0,8% de proteinas. O valor de pH é de 3,5a 3,6 e 0
principal &cido presente € o &cido citrico (OETTERER, 2006; PUGLIESE, 2010).

A composigdo quimica das sementes de cacau, assim como diversos vegetais, depende
de diversos fatores como: variedade, origem, técnicas agricolas, clima, solo, e 0 grau de
maturacdo dos frutos (LOPES, 2000; MATTIETTO, 2001; EFRAIM et al., 2011), a Tabela

2.1 apresenta a composi¢do quimica média para as sementes de cacau.

.Tabela 2.1. Composi¢do quimica média das sementes de cacau

Constituintes % p/p*
Lipidios 56,0
Cinzas 2,8
Teobromina 1,4
Cafeina 0,2
Polifendis 6,5
Proteina bruta 12,0
Aculcares 1,2
Amido 6,3
Pentosanas 1,6
Celulose 9,5
Acidos carboxilicos 1,7
outros compostos 0,8

* resultados expressos em base seca. (Fonte: Minifie, 1970).

As sementes de cacau sofrem profundas alteracdes na sua composi¢cdo quimica durante
0s processos de fermentacdo, secagem e torracdo (perda de acidos volateis). Nessas etapas
ocorre o desenvolvimento do aroma e do sabor de chocolate, com a diminui¢do dos teores de
nitrogénio total, lipidios, carboidratos e fenois (SPOLADORE, 1983).

2.1.3 Producio mundial e nacional de cacau

Desde o inicio do século XX até os dias atuais a producdo mundial de améndoas de
cacau aumentou de 115.000 toneladas para 3.700.000 toneladas, sendo que o valor comercial

corresponde a aproximadamente US$ 7,5 bilhdes (ICCO, 2011).
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Os principais paises produtores de cacau sdo Costa do Marfim, Gana, Indonésia,
Nigéria, Camardes, Brasil e Equador. Nestes paises existe uma série de pequenos produtores,
principalmente do cacau 'fino’, que apresenta caracteristicas de sabor especiais (frutado, floral,
caramelado, mel, etc.) e compreende menos de 5% do comércio mundial (AFOAKWA, 2010;
ICCO, 2011). A producéo brasileira de cacau entre 2010 e 2011 foi de 153 milhdes de
toneladas métricas (mtm) (Tabela 2.2).

Tabela 2.1 Producdo mundial de cacau entre 2010 e 2011.

Area (ha) Rendimento (Kg/ha) Producao (mtm) Variacéo
Producéo

2010/2011 2011/2012 2010/2011 2011/2012 2010/2011 2011/2012 (mtm)
Costa do
Marfim 2.210 2.210 543 520 1.300 1.150 -12
Gana 1.225 1.225 592 694 800 850 +6
Indonésia 510 510 980 1.176 500 600 +20
Nigéria 610 610 402 426 245 260 +6
Camardes 400 400 550 600 220 240 +9
Outros 210 210 752 752 158 158 0
Brasil 660 660 232 232 153 153 0
Equador 290 290 400 400 116 116 0
Toga 36 36 1.528 1.667 55 60 +9
Papua NG 118 118 407 407 48 48 0
ggﬂ‘]ﬁ'if:na 95 95 484 484 46 46 0
México 88 88 386 386 34 34 0
Malasia 68 68 412 412 28 28 0
Colémbia 98 98 286 286 28 28 0
Produgao 6.618 6.618 537 570 3.731 3.771 +30
mundial

Fonte: ICCO, 2011.

Segundo a Cémara Setorial Nacional do Cacau, o Brasil tende se tornar referéncia
mundial em qualidade de cacau e chocolate, pela possibilidade de inovagdo na cadeia
produtiva, por ser o quarto maior consumidor de chocolate do mundo e o sexto maior
produtor de améndoas — com a maior diversidade deste fruto em todo o planeta (SAGRI,
2011).

Segundo dados do IBGE (2013) (Tabela 2.3), as RegiGes Norte e Nordeste séo as
principais produtoras de cacau, sendo responsaveis por mais de 96% da producdo nacional.

Da producéo total, que em 2012 atingiu 256 mil toneladas, cerca 62% foi produzido no Estado
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da Bahia, 26% no Para, 6% em Rondonia, 3% no Espirito Santo, 1,8% no Amazonas e 0,2%
em Mato Grosso.

Nos ultimos anos o Para se consagrou como o0 segundo maior produtor de cacau, atras
apenas da Bahia (Tabela 2.3). Estes nimeros estdo aquecendo a economia local, fomentando a
competitividade da producéo e atraindo novos investidores (SAGRI, 2013; IBGE, 2013).

Tabela 2.3 Quantidade produzida de cacau (ton) de 2010 a 2013.

Grandes Regifes e Unidades 2010 2011 2012 013"

Federativas
Regido Norte 76.248 77.329  88.323 103.125
Para 57.893 59.054 67.299  80.596
Ronddnia 17.486 17.434 16.418  17.923
Amazonas 869 841 4.606 4.606
Regido Nordeste 142.892 139.448 159.432 146.175
Bahia 142,892 139.448 159.432 146.175
Regido Sudeste 12510 8.246 8.309 4.741
Espirito Santo  12.510  8.246 8.309 4,741
Regido Centro-oeste 646 668 576 582
Mato Grosso 646 668 576 582

FONTE: IBGE, 2013. "valores médios estimados em abril de 2013.

No Brasil, a Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira — CEPLAC é um
orgdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, responsavel entre outras por
realizar pesquisas sob o cacau e atua em seis estados do Brasil: Bahia, Espirito Santo, Par3,
Amazonas, Rondbnia e Mato Grosso. Entretanto, a prioridade atual consiste na recuperagdo
da economia regional, no apoio & implantacdo de agroindustrias e o plantio e/ou expansao de
novos cultivos para producdo de cacau saudavel; e, na implementacédo de acBes voltadas para
a conservacdo ambiental (SAGRI, 2011; CEPLAC, 2012). Desta forma, faz-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas relacionadas aos aspectos tecnolégicos do pré-processamento
do cacau, visto que o Brasil representa um importante mercado para a industria de chocolates

e produtos derivados.

A CEPLAC possui uma proposta para a execucdo de um Programa de
Desenvolvimento da Cadeia Produtiva da Cacauicultura no Estado do Pard, resultante de um
desejo do governo paraense, através de sua secretaria de agricultura, de ver o Estado galgar a

posicdo de destaque na producdo brasileira do cacau, em um horizonte temporal de 8 anos
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saindo dos atuais 110 mil hectares para 220 mil de cacaueiros plantados, elevando a produgéo
de 60 mil toneladas para 260 mil toneladas (CEPLAC, 2011).

Apesar do potencial que o setor de fruticultura representa para a Regido Norte, este
ainda é fracamente explorado. No Estado do Para mais de 80% do beneficiamento de frutas é
destinado & industria de polpa e/ou suco, 0 que ndo constitui uma maior agregacéo de valor e
ndo oferece uma maior diversidade de produtos, caracterizando a regido apenas como
fornecedora de matéria prima (SAGRI, 2011).

2.2 PRE-PROCESSAMENTO DO CACAU
A cadeia produtiva do cacau (Figura 2.3) apresenta diferentes etapas para obter seus

produtos derivados, sendo que as etapas de pré-processamento sao as comuns e fundamentais

na producdo e formacéo da qualidade sensorial e nutricional desses produtos.

COLHEITA ]
¥

QUEBRA DOS FRUTOS ]
¥

FERMENTACAO |
¥
SECAGEM ]

[
[
l
[
¥
[ ARMAZENAMENTO
[
[
l
[

*
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+
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+
WIBS |
+
MOAGEM ]
*
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¥
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Figura 2.3. Fluxograma da cadeia produtiva do cacau. (Adaptado de Leite, 2012).

O pré-processamento do cacau consiste nas seguintes etapas: colheita do fruto,

operacgdes de quebra ou abertura dos frutos, fermentacdo das sementes com a polpa aderida,
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secagem e armazenamento (LEITE, 2012). Durante essas etapas 0 cacau tem Seus precursores
de sabor gerados e alguns de seus constituintes modificados.

Segundo Minifie (1989), as etapas de fermentacdo e a secagem das sementes de
cacau sdo de vital importancia para a qualidade dos produtos derivados de cacau, sendo que
nenhum outro processamento posterior € capaz de corrigir falhas nesta etapa. Conforme
relatos de alguns autores, sdo nas etapas de fermentacdo e secagem que ocorrem as maiores
transformacdes bioquimicas dos componentes da semente de cacau, dentre esses estdo 0s
compostos fendlicos (BRITO 2000; LOPES, 2000; MATTIETTO, 2001, EFRAIM, 2004;
EFRAIM et al., 2010).

As sementes de cacau ndo tém valor comercial, mesmo estando secas, apenas depois
da fermentacdo e secagem é que o cacau podera ser um produto de qualidade comercial para
industria e exportavel (OETTERER, 2006). A qualidade das améndoas de cacau depende de
muitos fatores como a variedade do cacaueiro, manejo agrondmico, fatores do solo, condigdes
climéticas, e a tecnologia po6s-colheita. Portanto, é necessaria a avaliacdo dos parametros

fisicos, quimicos e organolépticos para determinar essa qualidade (BRUNETTO et al., 2007)

2.2.1 Colheita

O desenvolvimento do fruto do cacaueiro, desde a fecundacdo até a maturacéo,
demanda o tempo de cerca de seis meses. Na pratica, a maturidade do fruto é reconhecida
geralmente pela mudanca da cor do mesmo. Por ocasido da colheita, é essencial colher apenas
frutos maduros, pois somente estes possuem acglcar e outros substratos em quantidade

adequada para uma boa fermentagédo (LOPES, 2000).

A época de colheita depende das condicdes climaticas de cada regido. No Brasil o
cacau é colhido praticamente durante o ano inteiro, distinguindo-se dois periodos de safra: o
principal de outubro a janeiro e o secundario de maio a agosto. O cacau colhido no segundo

periodo da safra é conhecido como cacau tempordo (CRUZ, 2002).

Os frutos colhidos podem ficar no campo por um periodo de trés a quatros dias
(CEPLAC, 1980). Este intervalo de tempo € aconselhavel para que a separacdo das sementes

da casca seja facilitada e que o fruto passe pelo periodo pds-colheita, que tem por finalidade
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liberar os agUcares contidos na polpa que envolve as sementes, 0s quais sdo indispensaveis na
fermentacdo (ARAGAO, 1992; CRUZ, 2012).

2.2.2 Quebra dos frutos

A quebra dos frutos é normalmente realizada no campo. Os frutos sdo abertos e do seu
interior sdo retirados as sementes envolvidas numa polpa doce e branca. As sementes séo
reunidas em recipientes, de preferéncia tanques, para que as perdas de polpa se reduzam ao
minimo. A massa constituida pelas sementes de cacau e polpa que as envolve é conhecida
como ‘cacau em goma’ (Figura 2.4.). Esta massa deve ser conduzida o mais rapidamente
possivel para os locais onde sdo realizadas as fermentacdes. Separam-se as sementes com
defeitos visiveis, como as sementes germinadas (quando entre a colheita e a quebra se passa
muito tempo), as sementes pedradas, as sementes atacadas por fungos, entre outras que devem

ser tratadas a parte para produzirem um cacau de ‘segunda qualidade’ (FERRAO, 2007).

Figura 2.24. Sementes de cacau (Fonte: Afoakwa, 2010).

O periodo entre a quebra e o inicio da fermentacdo nao deve ser superior a 24 horas
para que ndo ocorram reagdes quimicas indesejaveis. Sementes provenientes de quebras em
dias diferentes ndo devem ser fermentadas juntas, pois isso conduz a uma fermentacao
desigual. Quando o prazo de 24 horas é excedido, os dias entre a quebra dos frutos e o inicio
da fermentacdo devem ser contados como dias de fermentagdo (CEPLAC, 1980; BECKETT,
1994; EFRAIM, 2004).
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2.2.3 Fermentacéo

A fermentacdo é o segundo método mais antigo de preservacdo de alimentos,
perdendo apenas para 0 processo de secagem. Originario do Oriente (China e Japdo), o
processo de fermentacdo foi introduzido na Europa e Estados Unidos, onde sofreu inumeras
adaptacdes (GOLDONI; GOLDONI, 2008). Tornou-se popular com o desenvolvimento da
civilizacdo, pois ndo apenas conserva os alimentos, mas também Ihes atribui variedade de
gostos, formas e outras caracteristicas sensoriais. A0S poucos, as pessoas perceberam o valor
nutritivo e terapéutico dos alimentos fermentados, e isso os fez ainda mais populares
(PRAJAPATI; NAIR, 2008).

A fermentagdo do cacau € um processo microbioldgico espontaneo. Apos a abertura
do fruto as sementes de cacau sdo contaminadas com uma variedade de micro-organismos
(leveduras, bactérias acéticas e laticas) provenientes das maos dos agricultores, da superficie
dos frutos, dos facdes, transporte e entre outros (SCHWAN, WHEALS, 2004; FERRAO,
2007; NIELSEN et al., 2007). Segundo Forsyth e Quesnel (1958), esse processo apresenta
duas fases que frequentemente se sobrepbem e que sdo bastante definidas e distintas em

relacdo as reacBes que ocorrem no interior do cotilédone:

- A primeira fase do processo inicia-se muito rapidamente e tem o crescimento das
leveduras favorecido, devido ao teor de aclcar da polpa (15% de monossacarideos), pH em
torno de 3,5, e condicdo anaerdbica. As leveduras produzem etanol usando todo o aglcar da
polpa, chegando a um determinado ponto da fermentacdo onde o proprio alcool inibe o
crescimento desse micro-organismo. Esta fase da fermentacdo é moderadamente exotérmica
(93,3 kJ por mole de glicose consumida), levando a um relativo aumento na temperatura da
massa que varia de 35 a 40°C, e é imprescindivel no desenvolvimento da fase de fermentacao
posterior (JESPERSEN et al., 2005; FERRAO, 2007).

As leveduras rapidamente consomem o oXxigénio presente na massa que esta
fermentando e no maximo ap6s 24 horas criam condic¢des favoraveis para o desenvolvimento
de bactérias (THOMPSON, MILLER, LOPEZ, 2001). Normalmente, a partir do segundo dia
até o final do processo se realiza o revolvimento da massa que esta fermentando para

controlar o nivel de acidez, para que a temperatura ndo ultrapasse 45°C, e ndo inative as
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enzimas endogenas (necessarias no desenvolvimento do aroma e sabor dos produtos derivados
de cacau (SCHWAN et al, 1990; OETTERER, 2006).

- As bacteérias acéticas se tornam predominantes, produzindo acido acético a partir da
oxidacdo do etanol, gerando calor e dioxido de carbono. O calor e a concentracdo de acido
acético causam a morte do embrido da semente com consequente perda da permeabilidade
seletiva das membranas. E a partir deste momento que as sementes podem ser chamadas de
améndoas de cacau. Depois da morte do embrido, enzimas da semente (proteases,
polifenoloxidases) e substratos (proteinas, antocianinas, flavandis), previamente separados em
células especializadas, interagem e reagem de modo especifico em resposta ao calor e
decréscimo do pH (THOMPSON, MILLER, LOPEZ, 2001; SCHWAN, WHEALS, 2004;
FERRAO, 2007).

Na segunda fase da fermentacdo ocorre uma condensacdo oxidativa. Ressalta-se a
oxidacdo dos polifentis que formam ou ndo complexos com as proteinas e peptideos levando
a reducdo da adstringéncia e do amargor e, também, a transformacéo da cor plrpura a
marrom. A oxidacdo observada nesta fase continua na etapa de secagem até que a umidade
atinja um ponto minimo no qual cessa a atividade da polifenoloxidase (EFRAIM, 2004;
LEITE, 2012).

As bactérias laticas também apresentam atividade metabdlica durante a fermentacéo
do cacau. De acordo com Schwan e Wheals (2004), as bactérias laticas estdo presentes desde
0 inicio da fermentacdo, mas sO se tornam dominante entre 48 e 96 horas de processo,

convertendo acucares e alguns acidos em &cido latico.

Os sistemas fermentacdo de fermentacdo mais comumente utilizados sdo: montes,
cestos, caixas de madeira cobertas com folhas de bananeira (Figura 2.5), sacos de lona,
gavetas de madeira, sendo a maioria do cacau processada conforme os trés primeiros sistemas
(FORSYTH; QUESNEL, 1957; AFOAKWA, 2010). A fermentagdo em montes e cestas é
realizada em propriedades que possuem pequena producéo de cacau, porém a maior parte dos
produtores rurais utiliza caixas de madeira (CEPLAC, 1980).

No processo de fermentagéo, o sistema, a temperatura do ambiente e da massa, o pH

e a acidez da polpa e do cotilédone, o tempo de processo, o revolvimento da massa bem como
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a microflora presente sdo fatores de grande importancia (ROHAN; CONNEL, 1964; LOPEZ;
QUESNEL, 1973; AFOAKWA, 2010).

Figura 2.25. Métodos de fermentagdo mais utilizados: montes (a), cestas (b) e
caixas (c). (Fonte: Afoakwa, 2010)

A temperatura alcangada na massa € um bom indicador de acompanhamento da
fermentacdo. Se o aumento for muito lento ou ndo for alcancada uma temperatura
suficientemente alta, o produto obtido serd constituido de sementes germinadas e mal
fermentadas. A temperatura se eleva mais rapidamente na parte superior da massa do que no

centro, essa diferenca é proporcional ao volume da massa (ZAMALLOA, 1994).

Segundo Soares (2001), a quantidade de massa de sementes de cacau € um dos
fatores que afetam a fermentacdo e deve haver uma quantidade minima de sementes que para
ter um processo de fermentacdo satisfatorio. Conforme Oetterer (2006), a altura maxima de
leito (massa de semente de cacau no sistema) é de 90 a 110 cm, uma vez que nédo ha aeracdo
homogénea durante a fermentag&o.

O tempo requerido para a fermentacdo das sementes varia de acordo com material
genético. No caso da variedade Forasteiro, as sementes devem ser, geralmente, fermentadas
por periodos superiores a cinco dias para a ocorréncia das principais reacdes que levam a
formacdo dos principais precursores de sabor do chocolate (EFRAIM, ALVES, JARDIM,
2011).
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2.2.4 Secagem

O processo de secagem deve ser iniciado imediatamente apds a fermentagdo. Muitas
das reacGes bioquimicas iniciadas na fermentacdo continuam durante a secagem, permitindo a
reducdo do amargor, da adstringéncia e da acidez das améndoas, além do escurecimento dos
cotilédones (BECKETT, 2009).

A temperatura e o tempo de secagem séo fatores importantes na qualidade final das
améndoas. O ideal esta na faixa de 35°C a 40°C, pois ¢ a faixa de temperatura considerada
Otima para acdo da enzima. O uso de temperaturas mais baixas ou mais elevadas conduz a
perda da qualidade, visto que a enzima age lentamente ou é destruida. O tempo 6timo desta
etapa é de 4 a 5 dias, sendo que a inicial é de 50% a 55%. Ap0s a secagem, as améndoas de
cacau devem ter teor de umidade méaxima de 8% (BRASIL, 2008) para um correto
armazenamento e transporte e evitar o desenvolvimento de fungos acima de 8%, e a quebra da
améndoa (OETTERER, 2006; ANKLAM e WOLLGAST, 2000).

Para a secagem do cacau utilizam-se duas técnicas: a secagem natural e a secagem
artificial, sendo a quantidade de améndoas de cacau e as condi¢des climaticas determinantes
na escolha da técnica a ser aplicada. A natural ou secagem ao sol é uma opera¢do simples e
muito utilizada, sendo realizada em barcacas (espécies de bandeja de madeira fixas com teto
movel) ou bacdes (bandejas mdveis com teto fixo). Quando a colheita coincide com um
periodo chuvoso, ou quando o espaco disponivel nas barcagas ndo é suficiente para comportar
0 volume da producdo, a secagem € realizada em secadores especiais, através do calor da
gueima de madeira ou outro combustivel, ou ainda através de secadores solares (CRUZ,
2002).

Normalmente, no processo de secagem as améndoas também sédo revolvidas, devido
a necessidade de fornecimento de oxigénio para as enzimas e remoc¢do uniforme da umidade.

A secagem deve demorar certo tempo para a agdo enzimatica ocorrer (OETTERER, 2006).

A secagem ao sol permite a obtencdo de produtos com melhor qualidade sensorial em
relacdo a secagem realizada de forma artificial em estufa (FABORODE, FAVIER, AJAYI,

1995). Estudo de Efraim et al. (2010) demonstrou haver maior retencdo de polifendis na

28



secagem natural, possivelmente por ser realizada em temperaturas mais brandas que na

secagem artificial.

Kyi et al. (2005) estudaram a influéncia de diferentes temperaturas de secagem (40-
60°C) e percentual de umidade (50-80%) na reacdo de oxidacdo de polifenois. Eles
observaram que guanto maior a temperatura e a umidade, maior é a oxidagdo dos polifenois
presentes no cacau. Na literatura cientifica sao escassos estudos sobre a influéncia dos tipos

de secagem na reducdo de compostos fenolicos.

Durante o processo de secagem a reducdo do teor de compostos fendlicos é atribuida
as reacOes de escurecimento enzimatico e ndo enzimatico. O escurecimento enzimatico é
provocado pela acdo da polifenoloxidase que encontra condi¢des ideais nessa etapa para sua
atividade. O escurecimento ndo enzimatico é decorrente da polimerizacdo das quinonas
resultantes e da acumulacdo de compostos insoltveis (BRITO 2000; EFRAIM, ALVES,
JARDIM, 2011).

2.2.5 Armazenamento

Esta etapa assume importancia devido ao longo tempo em que o cacau pode
permanecer armazenado. Comeca na fazenda produtora em sacos de aniagem de 60 kg por
cerca de 30 dias, depois nas cooperativas varios meses e nos armazéns dos portos por cerca de
15 dias (OETTERER, 2006).

As instalacfes destinadas ao armazenamento de cacau devem possuir luminosidade e
aeracdo adequadas. Em locais onde a umidade relativa do ar € muito alta, como é o caso da
regido cacaueira da Bahia no inverno, ainda que o cacau esteja bem seco (6% umidade), este
rapidamente absorve umidade do ar até alcancar o ponto de equilibrio com o ambiente. Nessas
condicBes, a umidade das améndoas ultrapassa o limite de 8%, ponto critico onde o mofo
comeca a se desenvolver. Recomenda-se 0 armazenamento do cacau acondicionado em sacos
de polietileno ou cobrindo totalmente as pilhas de saco de juta com lonas plasticas (SERRA,
2004).
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2.3 AVALIACAO DA QUALIDADE DAS AMENDOAS - PROVA DE CORTE

A prova de corte é a principal forma de avaliar a qualidade das améndoas
fermentadas e secas, esse teste € utilizado mundialmente como forma de classificar e
caracterizar lotes quanto a sua qualidade (ICCO, 2011; BRASIL, 2008).

A avaliagdo das améndoas através da prova de corte nos da um indicativo da
presenca de compostos fendlicos nos ensaios (EFRAIM, 2004; EFRAIM et al. 2010), visto
que os cotilédones de sementes de cacau Forasteiro possuem coloracdo violacea intensa
(presenca de compostos fendlicos) e durante a fermentacdo ha uma difusdo dos contetdos
celulares que permite diversas reacbes bioguimicas, enzimaticas e de oxidacdo dos compostos
fendlicos, as quais propiciam um escurecimento dos cotilédones para coloragdo marrom e a
formacdo de sulcos (depressao linear encontrada no interior dos cotilédones) (BRITO 2000;
EFRAIM et al, 2011).

A prova de corte é realizada ap6s o corte longitudinal da améndoa de cacau, para a
avaliagdo de uma metade. Trezentas améndoas sdo retiradas de uma amostra de 500g do lote.
Esta prova geralmente mensura o grau de fermentacdo das améndoas pela colora¢do (marrom,
parcialmente marrom, violeta, arddsia) e compartimentacdo dos cotilédones (bem,
parcialmente ou pouco compartimentada), assim como avalia a presenca de fungos,
infestagbes por pragas durante a estocagem, améndoas germinadas (provenientes de frutos
sobre-maduros) e achatadas, além do aroma externo e apds o corte, entre outros parametros.
Também sdo realizadas medidas da umidade e da massa de 100 améndoas (EFRAIM et al.,
2010).

A coloracdo e a compartimentacdo das améndoas de cacau s@o indicadores da
ocorréncia de importantes reacfes bioquimicas durante a fermentacdo e secagem, como a
ruptura das membranas celulares e o contato de substdncias que antes encontravam-se
separadas, como das enzimas com os compostos fenolicos (EFRAIM et al., 2010). A mudanca
de cor da améndoa de roxo para marrom (Figura 2.6) indica uma améndoa bem fermentada,
que apresenta normalmente aroma agradavel de vinagre (OETTERER, 2006).
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Figura 2.36. Evolugdo da coloracdo das améndoas durante a fermentacdo (Oetterer,
2006).

A classificacdo dos lotes é dada de acordo com as caracteristicas mensuradas e varia
de acordo com normas estabelecidas em cada pais produtor ou comprador de cacau
(SHAUGHNESSY, 1992 apud EFRAIM et al., 2010). De acordo com Brasil (2008), as
améndoas de cacau podem classificada em Tipos de acordo com os percentuais de tolerancia

de defeitos previstos (Tabela 2.3).

Tabela 2.4 Classificacdo de améndoas de cacau conforme tolerancia de defeitos (%).

Defeitos
Enquadramento _
do Produto A;:roma de Mofadas Danificadas Ardésia  Germinadas Achatadas
umaca por insetos

Tipo 1 0a1% 0a4% 0a4% 0a5% 0a5% 0a5%
Tipo 2 134% 4 3 6% 43 6% 5a10% 5a6% 5a6%
Tipo 3 436% 6a12% 6a8% 10 a 15% 6a7% 6a7%
Fora de Tipo 6% < 12 2 25% 8% < 15% < 7% < 7%<

Na classificagdo de améndoas de cacau sdo avaliados seis tipos de defeitos. A presenga
de aroma de fumaca, caracteristico de defumados. Améndoas que apresentam
desenvolvimento interno de fungos, visiveis ao olho (mofadas) e danificadas por insetos.
Améndoas ndo fermentadas, de coloracdo cinzento-escura (cor de ardoésia) ou roxa, com
embrido branco ou marfim e que podem se apresentar compactas. Améndoas que possuem a
testa rompida pelo desenvolvimento do embrido (germinadas) e apresentam auséncia de

cotilédone ou que séo téo finas que ndo permitam o corte (achatadas).
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O artigo 10 do Regulamento Técnico da Améndoa de Cacau estabelece que a
améndoa de cacau deve apresentar-se fisiologicamente desenvolvida, s&, limpa e seca,
observadas as tolerancias previstas. A umidade devera ser obrigatoriamente determinada, mas
ndo sera considerada para efeito de classificacdo, sendo recomendado para fins de
comercializacdo da améndoa o percentual méximo de 8% para os Tipos 1 e 2 e 9% para 0
Tipo 3 e Fora de Tipo (BRASIL, 2008).

2.4 COMPOSTOS FENOLICOS

2.4.1 Consideracdes gerais

Os compostos fendlicos constituem o maior e mais distribuido grupo de moléculas do
reino vegetal, apresentando mais de 10.000 compostos atualmente identificados, que incluem
desde estruturas moleculares simples até moléculas altamente polimerizadas. Sdo produtos do
metabolismo secundario de vegetais, possuem em sua estrutura molecular pelo menos um anel
aromatico ligado a um ou mais grupamentos hidroxilas (TAIZ; ZEIGER, 2004; EFRAIM,
ALVES, JARDIM, 2011).

Os polifenois podem ser agrupados de acordo com a massa molecular, sendo que a
classe de baixa massa molecular compreende os acidos hidroxibenzdéicos e hidroxicinamicos;
a classe de massa molecular intermediéria, os flavonoides, considerada a maior e mais
importante; e, entre os de alta massa molecular, estdo os taninos condensados e os taninos
hidrolisaveis (MANACH et al., 2004; RUSCONI; CONTI, 2010; EFRAIM, ALVES,
JARDIM, 2011).

Por se tratar de um amplo grupo, os compostos fendlicos podem ser classificados,
dependendo da sua estrutura basica, em classes como fenois simples, acidos fenolicos,
acetofenonas, 4acidos fenilacéticos, acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas,
Xantonas, antraquinonas, flavonoides, lignanas e ligninas, entre outras (WOLLGAST e
ANKLAM, 2000).

Nesta revisdo serdo enfatizados os principais polifendis encontrados nas sementes de

cacau, como flavondides, acidos fendlicos e dos taninos, sendo este Ultimo a classe de
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compostos fendlicos mais abundantes em plantas, e o quarto maior constituinte abundante nos

vegetais, perdendo apenas para a celulose, hemicelulose e lignina (SCALBERT, 1992).

Os flavonoides estdo amplamente distribuidos nos vegetais, onde estdo presentes no
interior das células ou nas superficies dos diferentes 6rgaos vegetais (folhas, sementes, flores,
cascas e raizes) (MANACH et al., 2004). Os compostos deste grupo seguem uma estrutura
bésica Ce-C3-Cs (Figura 2.7), sendo dois anéis aromaticos (A e B). Os flavondides diferem na
saturacdo do anel heteroatdmico C, na localizacdo do segundo anel aromatico nas posicdes C-
2 ou C-3 do anel C, e em todos os padres de hidroxilacdo. De acordo com a estrutura

molecular podem ser divididos em 8 classes (Figura 2.8). (KUMAR et al., 2011).

Figura 2.47. Estrutura basica dos flavonoides
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Figura 2.4. Estrutura quimica de diferentes classes de flavonoides.

Os taninos constituem uma familia de polifendis, que compreende compostos de
elevado peso molecular, oligbmeros (até 10 unidades de base) e polimeros (acima de 10
unidades de base) de flavonoides que alcangcam um grau de polimerizacdo que varia de dois a
cinquenta (SCHOFIELD; MBUGUA,; PELL, 2001) e conferem sabor amargo e adstringente
aos vegetais.

Baseado em suas estruturas quimicas, 0s taninos sdo classificados em taninos
condensados (proantocianidinas), taninos hidrolisaveis (galotaninos e elagitaninos) e taninos
complexos. Os taninos complexos possuem estruturas tanto de procianidinas como de taninos
hidrolisaveis (HAGERMAN, 2002).

As unidades monoméricas das proantocianidinas sdo ligadas entre si por ligacOes
carbono-carbono (C-C) entre a posi¢cdo C4 de uma unidade e a posi¢do C8 ou C6 da unidade

subsequente (proantocianidinas dos tipos B e C) (Figura 2.9) e ainda ha aqueles com uma
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ligacdo suplementar do tipo éter (C2-O-C7 ou C2-O-Cs) (proantocianidinas do tipo A)
(HAGERMAN, 2002).

(a) B1: (-)-epicatequina-(4B ->8)-(+)-catequina  (b) C1: (-)-epicatequina-(4B ->8)-(-)-catequina(4p ->8)-(-)-epicatequina

Figura 2.4. Modelo estrutural de proantocianidinas diméricas do tipo B (a) e triméricas do tipo C (b). (Fonte:
adaptado de Carvalho, 2007).

Os compostos fenolicos geralmente possuem elevada capacidade antioxidante por
possuir capacidade de capturar radicais livres e também apresentam atividade antimicrobiana
(ANKLAM; WOLLGAST, 2000).

2.4.2 Polifendis do cacau

Os flavanois sdo a classe de flavondides mais abundante na semente de cacau, sendo a
(+)-catequina e a (-)-epicatequina os principais representantes. A (—)-epicatequina tem sido
reportada como o principal flavanol monomérico do cacau, representando aproximadamente
35% do total de compostos fendlicos (WOLLGAST; ANKLAM, 2000). Cada semente de
cacau possui aproximadamente 10% de polifendis na fracdo seca e desengordurada
(ORTEGA et al., 2008; RUSCONI; CONTI, 2010).

As sementes de cacau também contém uma série complexa de proantocianidinas e sdo
encontradas em altas concentracbes no cacau em po, chocolate, uvas, vinho, maca e
amendoim. Por serem moléculas altamente hidroxiladas, podem formar compostos insoluveis

ao se complexarem com carboidratos e proteinas. Durante a degustacdo de alimentos com alto
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teor destes compostos, pode ocorrer a complexacdo das procianidinas com proteinas da saliva,
0 que confere a sensagéo de adstringéncia (ANKLAN; WOLLGAST, 2000).

Variagdes nos teores de polifendis encontrados em cacau e derivados podem ter sua
origem nas metodologias analiticas empregadas para sua extracdo e quantificacdo, assim
como na genética da planta, no clima, nas préaticas de cultivo e pés-colheita, e nos processos
tecnoldgicos utilizados para a obtengdo dos produtos, entre outros (ANKLAN; WOLLGAST,
2000).

A concentracdo de polifenodis pode diminuir em até 90% durante os processos de
fermentacdo, secagem e torrefagdo. As perdas estdo relacionadas a difusdo fora dos
cotilédones e podem ser estimadas em 24% ap6s 60 horas de fermentacéo, atingindo 58% de
reducdo apos o 8° dia (RUSCONI; CONTI, 2010).

Durante a fermentacao, com a morte do embrido, os polifendis entram em contato com
as polifenoloxidase e glicosidase (responsaveis pela hidrdlise das proantocianidinas) presentes
nas sementes, sofrendo oxidacdo (e formacdo de quinonas), complexacdo com proteinas e
condensagdo covalente com grupos reativos de aminoacidos, peptideos, proteinas e fibras. O
teor de antocianinas decresce, chegando a 7% do valor inicial, e grande parte dessa perda
ocorre entre o0 primeiro e o terceiro dia. Ainda durante a fermentacdo, o teor de polifendis
totais diminui cerca de 70%, sendo que a (—)-epicatequina, principal substrato da enzima
polifenoloxidase, sofre reducdo de 90% de sua concentracéo inicial (BRITO, 2000; EFRAIM,
ALVES; JARDIM, 2011).

No entanto, alguns estudos como de Biehl, Passern e Wewetzer (1982), Reeves et al.
(1988) e Hansen, Del Olmo e Burri (1998) constataram que a redugdo dos compostos
fenolicos ndo deve ser interpretada apenas devido a oxidagdo enzimatica, pois no quinto dia
de fermentacdo, a atividade residual da polifenoloxidase é de 5-13% da inicial e, também, as
reacOes entre compostos de diferentes compartimentos sollveis em dgua podem ser impedidas

pela fusdo de vacuolos de lipideo, que dessa forma, impedem o contato entre tais compostos.

Durante a secagem, as cianidinas, provenientes da hidrdlise enzimatica das
proantocianidinas no periodo de fermentacdo, sdo oxidadas sob ac¢do da polifenoloxidase,

desenvolvendo colora¢do marrom tipica de cacau (OETTERER, 2006).
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Os principais compostos fendlicos presentes nas sementes de cacau séo indicados na
Figura 2.10.
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Figura 2.4. Principais polifendis encontrados nas améndoas de cacau (Adaptado de: Ortega et al., 2008; Efraim
etal., 2011).

Efraim, Alves e Jardim (2011) relataram diversos estudos sobre a capacidade
antioxidante do cacau, dentre eles segue 0s seguintes:

- Sanbongi et al. (1998), avaliaram o efeito in vitro de um extrato rico em flavondides
obtido a partir de liquor de cacau em solucéo alcoolica 80%. Os resultados indicaram que nao
apenas catequinas e epicatequinas apresentaram efeito antioxidante, como também quercetina,

quercetina-3-glicosideo, quercetina- 3-arabinosideo e dideoxiclovamida.

- Mao et al. (2000) demonstraram a elevada capacidade antioxidante in vitro das
procianidinas do cacau, tanto na fase de inducdo, como na fase da peroxidacao de lipidios. Os
mesmos compostos mostraram-se capazes, ainda, de retardar o ataque de lipidios durante a

fase de quebra das reacdes de prd-oxidagdo, inibindo totalmente a formacdo de produtos de
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degradacéo. Esses efeitos foram observados mesmo em concentragdes submicromoleculares,

indicando que as procianidinas do cacau podem atuar como inibidoras de inflamagGes agudas.

- Dados apresentados por Steinberg et al. (2003) coletados a partir de outros estudos
demonstraram que a capacidade antioxidante das procianidinas de cacau e derivados (por
porcao ingerida), pelo método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), foi maior em
comparagdo com outros alimentos (Tabela 2.5.).

Tabela 2.5. Capacidade antioxidante de alguns alimentos e bebidas.
Alimento ou

bebida ORAC (mmol de equivalente Trolox.100mg)
Liquor de cacau 40
Chocolate amargo 13
Chocolate ao leite 6,7
Maca 0,2
Vinho tinto 0,7
Infusdo de cha* 1,6

*2g de cha.200mL™. Fonte: Efraim, Alves e Jardim (2011).

De acordo com a revisdo de literatura, nota-se que a fermentacdo e secagem das
sementes de cacau sdo etapas cruciais para obtencdo de améndoas de boa qualidade e o
desenvolvimento de precursores para o sabor chocolate, devido a complexas reacdes
bioquimicas que provocam a morte do embrido, hidrélise de agUcares e proteinas, liberacéo de
enzimas e substratos, difusdo de compostos fendlicos que entram em contato com as enzimas,
entre outras (FORSYTH; QUESNEL, 1957; BECKETT, 1994; BRITO, 2000; EFRAIM,
2004; RUSCONI; CONTI, 2010). Portanto, é de suma importancia a compreensdo dos fatores

que podem influenciar estes processos.
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3 METODOLOGIA
3.1 MATERIA PRIMA

Foram utilizados frutos de cacaueiro da variedade Forasteiro, fornecidas por produtor
pertencente a Cooperativa Agricola Mista de Tomé-Acu (CAMTA), localizada no municipio

de Tomé -Acu, Para. Os frutos foram colhidos maduros.

3.2 PREPARO DA MATERIA PRIMA
As etapas de pré-processamento do cacau (Figura 3.1) foram realizadas na fazenda do

produtor de cacau localizada no municipio de Tomé-Acu — PA.

s N

COLHEITA
s * N
| OUEBRA DOS FRUTOS |
s * N
FERMENTACAO
v
SECAGEM

v
ARMAZENAMENTO

v
DESCASCAMENTO

v

NIBS

Figura 3.2.1. Fluxograma de pré-processamento do cacau.

Os frutos foram colhidos maduros em julho de 2012, quebrados 48 horas apés a
colheita e encaminhados diretamente as caixas de fermentacdo de madeira (60x60x60cm). As

sementes de cacau nao foram despolpadas para continuidade do pré-processamento.

O lote de sementes frescas de cacau foi dividido em trés partes. A primeira representa
o controle (BR-sementes in natura), a segunda foi submetida aos processos de fermentacdo e
secagem (C1, C2, C3, C4, C5) e a terceira parte foi submetida diretamente a secagem, sem

fermentacdo (BRs).
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3.2 FERMENTACAO

As fermentagdes foram realizadas nas condigdes similares as dos demais fornecedores
de améndoas de cacau da Cooperativa CAMTA.

Foram realizados cinco ensaios de fermentacdo com diferentes alturas (20-60cm)
(Figura 3.2) de leito e tempo de revolvimento 48,72, 96,120, 144 e 168 horas ap6s inicio do
processo fermentativo, que ocorreu no periodo da tarde e perdurou 7 dias:

50cm /

40cm

20¢m

3 . : - '
) o ) Goem € em

Figura 3.2. Caixas de fermentacdo. C1: altura do leito de 60 cm; C2: altura do leito de 50 cm; C3: altura do leito
de 40 cm; C4: altura do leito de 30 cm; C5: altura do leito de 20 cm.

Durante o processo de fermentacdo a temperatura da massa foi mensurada
diariamente em diferentes niveis do leito (superficie, meio e fundo), sendo calculada a média
dessas medidas para obter o resultado. Estas medidas foram realizadas no periodo da manha
(Tm- as 7h) e no periodo da tarde (as 15h), antes (Ta) e apds o revolvimento (Td). Vale
ressaltar que a Td foi mensurada apenas a partir do segundo dia de fermentacdo, visto que o
revolvimento iniciou 48 horas ap6s 0 comeco do processo.

Foram coletadas amostras antes da fermentacao (dia 0), durante o processo, nos dias 2,

4, e 7. As amostras foram imediatamente congeladas em freezer a -20°C.

3.3 SECAGEM

Foram submetidas ao processo de secagem sementes de cacau in natura (BRs) e
améndoas fermentadas (C1, C2, C3, C4, C5).

As sementes e as améndoas foram submetidas a dois tipos de secagem: ao sol (SSOL)
e a sombra (SSOM) (Figura 3.3). Uma parte de cada ensaio BRs, C1, C2, C3, C4, C5 foi seca
a sombra durante 4 dias sobre protecdo de uma cobertura de compensado, impedindo assim o
contato direto com o sol, e parte dos ensaios BRs, C1 e C3 foram secos através da exposi¢ao

direta ao sol durante 3 dias. Nos dois processos foram realizados revolvimentos diarios.
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—_— =z — (SSOL)
Figura 3.3. Secagem a sombra (SSOM) e secagem ao sol (SSOL) das
améndoas de cacau.

Foram coletadas amostras de cada ensaio nos dias 1, 2, 3 e 4 de secagem a sombra e
foram coletadas amostras de sementes BRs e améndoas secas a sol dos ensaios de altura de
leito 60 e 40 cm, nos dias 1, 2 e 3 de secagem. As amostras foram imediatamente congeladas

em freezer a -20°C.

3.4 CARACTERIZAGAO FiSICA DAS AMENDOAS

Ap0s os processos de fermentacdo e secagem, 100 de améndoas foram coletadas
aleatoriamente do lote de cada ensaio e submetidas a prova de corte. Essa prova foi realizada,
através de um corte longitudinal (Figura 3.4), para avaliar a qualidade das améndoas em
funcdo da coloragdo dos cotilédones e do grau de fermentagdo. Foram verificadas as
incidéncias de cotilédones marrons, violetas com partes marrons e violetas e de cotilédones
com compartimentagdo de sulcos bem, parcialmente ou mal definidos.

Os resultados da prova de corte foram expressos em porcentagem de acordo com
coloragdo (marrons, violetas com partes marrons e violetas) e grau de
compartimentacdo/fermentacdo (bem, parcialmente e mal fermentadas) dos cotilédones
(BRASIL, 2008; ICCO, 2011).
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Gérmen

Cotilédone

Figura 3.4. Améndoa com corte longitudinal (Fonte: adaptado de Admin, 2011).
Foram determinadas também as seguintes caracteristicas (Brasil, 2008).
— Massa das 100 améndoas (g);
— Numero de améndoas equivalente a 100g;
— Fragdo da composicdo das améndoas, mensurada a partir do descascamento
manual das 100 améndoas e pesagem de suas partes — cotilédones (nibs), gérmen
e testa. As fracGes de cada componente foram expressas em porcentagem;

— Classificacdo quanto aos percentuais de defeitos.

Dados da prova de corte foram levantados para todos os ensaios, no entanto os lotes de
sementes de cacau in natura (BR), de sementes submetidas apenas a secagem (BRs) e o de
améndoas fermentadas e secas (C1, C2, C3, C4 e C5) foram avaliados estatisticamente quanto
a qualidade da fermentacdo, uma vez que a qualidade do produto (améndoas fermentadas e

secas) sao as gque interessam para o comercializacao.

3.5 PREPAROE CARACTERIZAQAO FISICO-QUIMICA DO NIBS
Apds o fracionamento das améndoas, de todo lote, em cotilédone, gérmen e testa, 0s
nibs foram liofilizados, triturados em moinho analitico e armazenados sob atmosfera de
nitrogénio.
As analises fisico-quimicas dos nibs coletados foram realizadas em triplicata.
3.5.1 Umidade
O teor de umidade foi determinado em estufa com circulagéo de ar a 100 °C, de acordo
com 0 método 931.04 (AOAC, 1997).
3.5.2 Lipidios totais
O conteudo de lipidios foi determinado conforme o método descrito por Bligh e Dyer
(1959).
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353 pH
O pH foi determinado a partir do filtrado da mistura de 10g de amostra com 90 mL

de agua fervente. A leitura foi feita apds o filtrado atingir temperatura de 20-25°C, conforme
método 970.21 (AOAC, 1997).
3.5.4 Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada a partir da neutralizacdo do filtrado da
determinacéo de pH, utilizando solucdo de hidroxido de sédio a 0,01N. A neutralizacao foi
considerada encerrada quando a solucéo do filtrado atingiu pH 7,0, segundo método 11.14.3 (
AOAC 1997).

3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Foi preparado um extrato enzimatico de polifenoloxidase (PFO) de cada ensaio,
misturando 10g de nibs triturado em 20mL de tampéo fosfato pH 7,0. A mistura foi deixada
durante 3 minutos sob refrigeracdo (4°C). A solucéo resultante foi imediatamente filtrada em
papel filtro Whatman n° 1. A atividade da PPO foi determinada no filtrado.

A atividade da PPO foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Okey et al.
(1995), através da mistura de 1 mL do extrato enzimético, 1 mL de substrato catecol 0,02 M
em 1,5 mL de tampdo fosfato de potassio 0,05 M (pH 6,0). A leitura das amostras foi
realizada em espectrofotémetro UV/Visivel (Pharmacia Biotech 2000, modelo 08-2106) a 425
nm no tempo zero e ap6s 10 minutos de reacdo. Para o branco, foi utilizada a mistura de
solucdo tampdo e extrato enzimatico. A atividade da enzima foi calculada da inclinacédo linear
da curva. Uma unidade de atividade de PPO foi definida como a quantidade de enzima que
ocasiona um aumento da absorbancia de 0,001/min/mL.

3.7 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DOS NIBS

Os compostos fenolicos em 10 g nibs liofilizados foram extraidos trés vezes com 50
mL de solucdo extratora (3x 1h, 25°C) de acordo com a metodologia descrita por Counet et al.
(2004). A solucdo extratora foi preparada com acetona, agua e acido acético (70:28:2, v/v).
Apos cada extracdo, a mistura foi filtrada em papel filtro com auxilio de uma bomba de vacuo
(@ 600mm/Hg; Prismatec, modelo 131) e o sobrenadante recolhido. Os filtrados foram

misturados ao final do processo para compor o extrato.
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3.8 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
3.8.1 Determinacédo de polifendis totais

A dosagem de polifendis foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON;
ROSSI, 1965), o qual é baseado na reatividade comum dos polifendis quando colocados em
contato com os &cidos fosfomolibdico e fosfotingstico durante 30 minutos. Como o
mecanismo de reacdo engajado € baseado em uma transferéncia de elétrons (mecanismo
redox), este método também ¢ utilizado como método de determinacdo da atividade
antioxidante. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro UV/Visivel
(Pharmacia Biotech 2000, modelo 08-2106) a 735 nm. O resultado foi expresso em
miligramas de equivalentes em Catequina por grama de nibs seco (mgEC/gNS).
3.8.2 Determinacao de flavandis totais

O teor de flavandis totais foi determinado pelo método p-dimetilaminocinamaldeido
(DMACA), o qual se baseia na condensacdo da molécula de flavanol com o DMACA,
conforme o descrito por McMurrough, Baert (1994) e Delcour, Varebeke e Janssens (1985).
As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro UV/Visivel (Pharmacia
Biotech 2000, modelo 08-2106) a 640 nm. Os valores foram expressos em (mgEC/gNS).
3.8.3 Determinacdo de flavonois totais

O método para a determinacgdo de flavonois € baseado na reacdo destes compostos
com cloreto de aluminio, o qual é utilizado para quantificar a familia dos flavonois e flavonas,
conforme descrito por Chang et al. (2002). As leituras foram realizadas em espectrofotémetro
UV/Visivel (Pharmacia Biotech 2000, modelo 08-2106) em comprimento de onda de 640nm.
Os resultados foram expressos miligramas de equivalentes em Quercetina por grama de nibs
seco (MgEQ/gNS).
3.8.4 Determinacao de proantocianidinas
A determinagdo de proantocianidinas foi realizada pelo método do butanol-HCI

proposto por Julkunen-Tiitto (1985). Esse método e baseado na hidrolise com butanol em
meio acido com as unidades das proantocianidinas sob aquecimento ( °90°C), as quais sao
convertidas nas antocianinas referentes. Os resultados foram expressos em miligramas de

equivalentes em Cianidina por grama de nibs seco (mgECi/gNS).
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3.9 DETERMINAC}AO DA CAPACIDADE ANTIOXIDADE

A dosagem da capacidade antioxidante foi realizada pelo método do 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH), descrito por Fernandez-Pachén et al. (2006), sendo feitas algumas
modificacdes. A atividades de sequestro do radical de cada amostra foi calculada de acordo
com a porcentagem de inibi¢édo do radical DPPH. O valor DPPH foi calculado de acordo com
a Equacdo 3.1 e expresso em pmol de equivalente trolox por grama de nibs seco (
UMOIET/gNS).

% Inibigédo
coeficiente de regressédo
3.10 DETERMINACAO DA ADSTRINGENCIA

A determinacdo da adstringéncia, realizada através do método proposto por Horne,

DPPH (UmoIET) = x diluicéo (Eq. 3.1)

Hayes e Lawless (2002), fornece um indicativo sensorial da modificacdo dos compostos
fenolicos durante a fermentacdo em virtude da ocorréncia efetiva da clivagem das
proantocianidinas. Este método baseia-se na medida da turbidez ocasionada pela formagéo de
complexos entre proantocianidinas e proteinas ricas em prolina, presentes na saliva humana.

Saliva humana foi coletada e centrifugada a 10.000 g durante 10 min. O sobrenadante
foi coletado e armazenado a -18°C. As amostras de extrato (item 3.7) foram previamente
submetidas a neutralizacdo com solucdo de NaOH e em seguida, diluidas com tampéo acetato
(CH3COONa 0,2M em 12% EtOH) pH 4,5. Ap6s a homogeneizagdo de 4500 pL de amostra
com 4500 pL saliva determinou-se a turbidez em turbidimetro TB1000 (Tecnopon — S&o
Paulo, BRA). A calibracdo do equipamento foi realizada com padrdes de formazina
(Tecnopon — S&o Paulo, BRA) em diferentes concentragdes. Os resultados foram expressos
em Unidades Nefelométrica de Turbidez (NTU) por grama de nibs seco (NTU/gNS).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados através da Analise de Variancia (ANOVA) e do
teste de Tukey para derterminacdo da diferenca entre as médias, a nivel de significancia de
95%, utilizando-se o software STATISTIC 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 PERFIL DE TEMPERATURA DA MASSA DURANTE A FERMENTACAO

A temperatura da massa de sementes de cacau em cada caixa de fermentacdo é
apresentada na Tabela A.1 (Anexo 1) e Figura 4.1. A temperatura ambiente, umidade relativa
e precipitacOes nos dias da fermentacdo e secagem sdo mostradas na Tabela 4.2.
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Figura 4.1..Valores médios da Temperatura da massa das sementes de cacau durante a fermentacdo para 0s
diferentes ensaios, no periodo da manha (Tm) e da tarde, antes (Ta) e depois do revolvimento (Td).
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Tabela 4.1.1. Temperatura e umidade relativa ambiente em cada dia da fermentag&o.

Tempo de Temperatura  Umidade Relativa  Precipitagdo de
fermentacéo Ambiente (°C) do ar (%)" chuva (mm)
0 35 83 0
1 35 88 1
2 36 88 0
3 37 88 0
4 38 88 0
5 37 88 0
6 35 90 8
7 36 88 0

“Fonte: INMET (2012).

Os valores médios de temperatura da tarde depois do revolvimento (Td) no tempo de
fermentacdo 0 e 1 ndo foram obtidos, pois o primeiro revolvimento foi realizado somente
48 horas ap0s o inicio do processo.

Verifica-se que os perfis de temperatura das sementes dos diferentes ensaios obtidos
no periodo da manha (Tm) e no periodo da tarde (Ta e Td) apresentaram comportamento
semelhante durante o processo de fermentacdo, sendo que o perfil que mais se aproximou
daqueles obtidos por Zamalloa (1994), Dias (1998), Lopes (2000), Mattietto (2001), Efraim
(2004) e Cruz (2012) foi a temperatura da tarde mensurada antes do revolvimento (Ta), a qual
hd um aumento da temperatura até o 3° dia, periodo onde hd morte do embrido, decaindo
posteriormente e estabilizando até o término do processo de fermentagdo. Nesses estudos ndo
sdo citados em que periodo do dia da fermentacdo sdo mensurados a temperatura, se sao
préximos ou nao do tempo de revolvimento.

Conforme Zamalloa (1994), Dias (1998), Lopes (2000), Mattietto (2001), Efraim
(2004), Cruz (2012) boas fermentagdes comerciais de cacau devem atingir 45 a 50°C em
aproximadamente 72 horas ap6s o inicio do processo fermentativo, mantendo-se estaveis até o
final do processo e que oscilagdes de temperatura ocorrem devido as variacdes metabolicas
dos micro-organismos.

No primeiro dia, predominam a acdo das leveduras que exigem pouco oxigénio,
tornando a temperatura néo tao elevada. A partir do segundo dia até o final da fermentacéo o
revolvimento da massa foi realizado, fazendo com que a temperatura ficasse proxima de 45°C.

Considerando a temperatura obtida no periodo da tarde (Ta), verifica-se que todas as

fermentacdes realizadas apresentaram temperatura maxima no 3° dia de processo e apos esse
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maximo a temperatura das sementes na massa sofrem uma queda e tendéncia de estabilizacdo

da temperatura.

Todas as fermentagdes comecaram a sofrer alteracdes da temperatura apds 24 horas do
inicio da fermentacdo e apresentaram temperatura acima de 45°C, seja no periodo matutino
(Tm) ou vespertino (Ta).

No 3° dia pela manha (= 12 horas apds 1° revolvimento) os ensaios C4 (30 cm) e C5
(20 cm) atingiram temperaturas maximas, respectivamente, de 50 e 47°C e apenas no 4° dia
pela manha (= 12 horas ap6s 2° revolvimento) que os ensaios C1 (60 cm), C2 (50 cm) e C3
(40 cm) atingiram temperaturas maximas de 50, 46 e 49°C, respectivamente. Diante disto,
podemos inferir que a temperatura de fermentacéo € influenciada pela quantidade de massa e
aeracdo aplicadas no processo fermentativo do cacau, visto que mais espaco entre as sementes
facilita a incorporacdo de ar ap6s o revolvimento, diminuindo a fase anaebdbica da
fermentacdo e causando maior velocidade na elevacdo da temperatura (CHATT ,1953;
MEYER et al, 1989 citado por ARAGAOQ, 1992), valendo ressaltar que em termos de perfil de
temperatura os leitos com 60 e 40 cm apresentaram aproximadamente a mesma temperaturas
maxima.

Os valores de temperatura ambiente obtidos durante o processo fermentativo foi
semelhante aos valores encontrados por Efraim (2004). No entanto, a umidade relativa foi

aproximadamente 15% maior que a relatada pela autora.

4.2 CARACTERIZACAO DAS AMENDOAS FERMENTADAS E SECAS

A Tabela 4.2 apresenta os resultados da prova de corte das sementes de cacau in
natura (BR), das submetidas a secagem (BRs), e das améndoas fermentadas e secas dos
ensaios C1(60 cm), C2 (50 cm), C3(40 cm), C4 (30 cm), C5(20 cm).
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Tabela 4.2. Prova de corte das améndoas de cacau.

SOMBRA" SOL™

BR BRs C1 C2 C3 C4 C5 BRs C1 C3

Coloragéo Marrom 0¢ 23f 434 33 404 922 912 24f 82° 50°¢
Marrom e Violeta 0° 362 33 312 352 7re 6 10° 13° 33

Violeta 1000 410 24F 36 5% 19 38 gg® 59 17f
Fermentacdo Bem of 8 414 41 379 62> 630  22¢ 83 48
Parcialmente 0 13¢  25% 328 5% o4 7 ppbc  q5e 24°

Mal 100? 79° 344e 27¢ 3g8%  14f 107 57¢ 29 28¢

Defeitos Danificadas/Mofadas  0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/3 2/3  0/0 1/0 0/0
Ardosia/Germinadas  0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/0 2/0 1/0 0/0

N° de améndoas em 100g 459 73¢ 72¢ 66° 68F 774 88> 972 82° 89p
Peso total de 100 améndoas (g) 2092 145 13g8c  151° 150° 133« 112° 150° 123% 112¢
Rendimento gérmen (%) 18 18 1@ 12 12 12 12 12 1@ 1@
Rendimento casca (%) 392 148 21bc  23b  pqbc  qgbed q7de  9obc  qged  qQed
Rendimento cotilédone (%) 60° 85% 78« 7Y 78 gobed gpd  77ed  g1be  gQbe

* améndoas referente ao 4° dia de secagem a sombra; ** améndoas referentes ao 3° dia de secagem a sol. Valores de uma
mesma linha com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia). C1:
Fermentacdo convencional com altura de leito de 60 cm; C2: Fermentacdo com altura de leito de 50 cm, C3: Fermentagéo
com altura de leito de 40 cm; C4: Fermentacdo com altura de leito de 30 cm; C5: Fermentacdo com altura de leito de 20 cm

Os ensaios BRs secados a sombra e ao sol, conforme esperado, foram os que mais
apresentaram améndoas de coloracdo violetas e mal fermentadas, devido esses ndo terem
sidos submetidos a fermentacéo e sim apenas a secagem, exibindo pouca formacao de sulcos

nos cotilédones caracteristico do processo fermentativo.

As fermentacdes C1 (60 cm) e C3 (40 cm) submetidas a secagem a sombra
apresentaram proporcOes estatisticamente iguais de améndoas bem compartimentadas e de
coloracdo marrom (=40%), correspondendo a metade améndoas bem compartimentadas e de
coloracdo marrons obtida pela fermentacdo C1 submetida a secagem a sol. Assim, verifica-se
que os ensaios submetidos a secagem a sombra podem ter passado por reac6es bioquimicas
menos intensas que 0s ensaios submetidos a secagem a sol, admitida como convencional,

podendo a partir de améndoas secas a sombra obter produtos derivados mais adstringentes.

A fermentacdo de C4 (30 cm) e C5 (20 cm) apresentaram maior proporcdo de
améndoas marrons e bem fermentadas em relacdo as demais fermentacGes secas a sombra e a

sol, pois tais fermentagOes por apresentarem menor altura de leito tiveram maior
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disponibilidade de oxigénio para o desenvolvimento das reagdes bioquimicas no interior dos
cotilédones (SOARES, 2001).

A fermentacdo C1 (60 cm) submetida a secagem a sol, convencional entre 0s
produtores de améndoas de cacau, foi o terceiro ensaio que apresentou maior proporcdo de

améndoas marrons (Figura 4.2).

Diante disso, pode-se verificar que este tipo de fermentagdo passou por diversas
reacOes bioquimicas que possivelmente pode ter proporcionado a reducdo de compostos
fenolicos e assim a reducdo de amargor, podendo proporcionar um chocolate menos

adstringente.

L)

Figura 4.2. Teste de corte da fermentagdo
convencional C1 (60 cm de altura de leito).

A avaliacdo do aroma das améndoas revelou a auséncia de odores estranhos para
todos os ensaios. Conforme Brasil (2008), todos os ensaios foram classificados como Tipo |,
pois apresentaram porcGes de améndoas danificadas e mofadas até 4% e de arddsia e

germinadas de até 5%.

A composicéo das fracdes de gérmen, casca e cotilédones sdo obtidas de cada ensaio
é considerada caracteristica, conforme Zamalloa (1994), Lopes (2000), Mattieto (2001) e
Efraim (2004) que realizaram fermentagdo convencional de 60 cm de altura de leito. Diante

disso e do que Efraim et al (2010) obteve para N° de améndoas em 100 gramas, € observado
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que, apesar de algumas diferencas significativas entre os valores meédios, tanto o tipo de
fermentagcdo como o tipo de secagem ndo provocam alteracdes no rendimento de cotilédone

no pré-processamento de cacau.

4.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO NIBS

Na Figura 4.3 sdo apresentados os valores médios de umidade (%) dos cotilédones
das sementes e améndoas de cacau antes (dia 0) e durante os processos de fermentacdo e

secagem (ao sol e a sombra).
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Figura 4.3. Umidade dos cotilédones de cacau durante a fermentacgéo e secagem. C1: Fermentacdo com altura de
leito de 60 cm; C2: Fermentagdo com altura de leito de 50 cm, C3: Fermentagdo com altura de leito de 40 cm;
C4: Fermentacdo com altura de leito de 30 cm; C5: Fermentagdo com altura de leito de 20 cm.

A umidade (%) inicial dos cotilédones de cacau foi de 33,88% e ao longo de cada
fermentacdo verifica-se um aumento, atingindo no 4° dia de processo 37,70%, 39,39%,
38,60%, 39,41% e 38,73% para 0s ensaios C1, C2, C3, C4 e C5, respectivamente; depois,
mantem teores de umidade estiveis até o final da fermentagdo. Como a polpa estd em

fermentacdo alcodlica nos primeiros dias, parte da agua de mucilagem penetra facilmente
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dentro dos cotilédones pois o alcool facilita a transferéncia desta dgua e a umidade tende a se
igualar fora e dentro desses cotilédones. Comportamento semelhante foi encontrado por

Mattietto (2001) que realizou fermentacdo com altura de leito de 60 cm.

Biehl et al. (1982) verificaram que a absor¢do de agua é relativamente alta nos
primeiros dias da fermentacgdo, antes de ocorrer a morte da semente que se da por volta do 3° a
4° dia de processo (FERRAO, 2007). As améndoas podem apresentar teor de umidade até
60% ao término do processo de fermentacdo (OETTER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO,
2006).

Pode-se verificar no Gltimo dia de secagem a sombra e sol que quanto maior a altura
do leito menor foi a porcentagem de perda de agua durante o processo de secagem, tal
comportamento pode ter ocorrido devido no 7° dia de fermentacdo (tempo O da secagem) a
porcentagem de umidade atingida pelos ensaios ter sido relativamente proporcional aos seus
respectivos volumes (leitos) (FERRAO, 2007).

As améndoas submetidas a secagem a sombra ndo atingiram umidade abaixo de 8%
apos os 4 dias, tornando-as inadequadas para armazenamento e comercializacdo (Brasil,
2008). Neste caso, existem duas alternativas para reduzir o teor de umidade e aproveitar tais
améndoas, caso elas fornecam maior retengdo de polifendis que as améndoas secas a sol. A
primeira é submeter em breve as améndoas a etapa seguinte do processamento de chocolate
denominada torrefacdo. A segunda alternativa é deixar as améndoas secarem por mais dias a

sombra, até alcancar 8%.

As améndoas dos ensaios C1, C2, C3, C4 e C5 secas a sombra apresentaram perda de
agua de 11,17%, 13,77%, 16,39%, 23,53% e 26,50%, respectivamente. J& as améndoas dos
ensaios Cl e C3, secas a sol perderam cerca de 33,31% e 34,25% de umidade,
respectivamente. 1Isso sugere claramente que o processo de fermentagdo influencia
diretamente na cinética de secagem das améndoas, sendo que as améndoas melhor

fermentadas s&o também mais dificeis de secar que as demais.

O conteudo de lipidios totais dos cotilédones das améndoas durante a fermentacdo e

secagem, em base seca, é apresentado na Figura 4.4.
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Figura 4.3. Valores médios de lipidios dos cotilédones durante a fermentacdo e secagem (em base seca). C1:
Fermentacéo com altura de leito de 60 cm; C2: Fermentacdo com altura de leito de 50 cm, C3: Fermentagdo com

altura de leito de 40 cm; C4: Fermentacdo com altura de leito de 30 cm; C5: Fermentagdo com altura de leito de
20 cm.

O contetdo de lipidios variou significativamente durante a fermentacdo, exceto nos
ensaios de altura de leito de 60 (C1) e 50 cm (C2) que a partir do 2° dia de fermentacgdo até o
ultimo permaneceram com seus teores estaveis. Mattieto (2001) obteve o mesmo

comportamento utilizando altura de leito de 60 cm.

As améndoas de cacau secas ao sol e a sombra apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) em relagdo as améndoas do ultimo dia de fermentagdo. Todos os ensaios submetidos
a secagem a sombra apresentaram diferenca entre os diferentes dias de processo. Um estudo
qualitativo dos lipidios durante a fermentacdo e secagem seria necessario para melhor detalhar
0 comportamento desses ensaios, Visto que existe uma escassez de discussdes na literatura a
cerca do comportamento desse componente durante o0 pré-processamento do cacau; apenas
Mattietto (2001), que utilizou altura de leito de 60cm verificou a constancia dos valores de
lipidios durante a fermentacdo, dando indicativo de que a altura pode influenciar

qualitativamente e quantitativamente na composicao dos lipidios.
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O contetdo médio de lipidios totais das améndoas, fermentadas e secas a sombra,
ndo diferiram entre si, exceto as améndoas do ensaio C5 (20cm) que apresentou percentagem
média abaixo de 50%.

Pode-se verificar que o tipo de secagem pode ter influenciado no contetdo de
lipidios das améndoas fermentadas e secas, visto que os ensaios de altura de leito de 60 cm
(C1) e 40 cm (C3) secos a sombra diferiram significativamente dos ensaios de mesma altura
de leito secos a sol.

Sabe-se que quanto maior o teor de gordura dos cotilédones, maior ¢ o valor
comercial das améndoas, devido esse componente ser bastante valorizado e empregado no
processamento de chocolate, e também na elaboracdo de produtos cosméticos e
farmacéuticos. De acordo com Ferrdo (2007), as améndoas fermentadas e secas C1, C2, C3 e
C4 (sombra) e Cl(sol) sdo consideradas de boa qualidade comercial, uma vez que

apresentaram teor de lipidios acima de 52%.

Os teores de pH durante a fermentacdo e secagem podem ser observados na Figura
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Figura 4.3. Valores médios de pH dos cotilédones durante a fermentacdo e secagem. Cl: Fermentacdo com
altura de leito de 60 cm; C2: Fermentacdo com altura de leito de 50 cm, C3: Fermentacdo com altura de leito de
40 cm; C4: Fermentagdo com altura de leito de 30 cm; C5: Fermentagdo com altura de leito de 20 cm.
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Os cotilédones apresentaram no inicio da fermentacdo pH de 6,40, havendo nos
ensaios C1, C2 e C3 uma reducdo gradual significativa até o 7° dia (= 4,70). Por outro lado os
ensaios C4 e C5 apresentaram uma queda no quarto dia (=4,80) e uma posterior elevacao do
pH no 7° dia, atingindo 5,2 e 5,7, respectivamente. Dessa forma, verifica-se que
possivelmente os &cido organicos volateis, principalmente acido acético, sdo facilmente
liberados nos leitos de menor altura (C4 e C5).

Os cotilédones iniciam a fermentacdo, normalmente, com pH entre 5-6,5
(MATTIETTO, 2001; EFRAIM, 2004), e a medida que as reacdes metabdlicas dos micro-
organismos ocorrem produzindo &cidos (acético) a testa perde sua permeabilidade fazendo
com que no 3° ou 4° dia ocorra a morte do gérmen e a difusdo dos contetdos celulares, como
o0s acidos, para o interior dos cotilédones, apresentando pH proximo de 4,5 nesse periodo
(DIAS, 1988; OETTERER; REGITANO D’ARCE, SPOTO, 2006).

Apo6s a améndoa atingir o pH minimo, normalmente no 3° e 4° dia, ha uma elevacéao
do pH devido a queda na formacao de acidos, como acético, e sintetizacdo do &cido citrico
durante os dias finais do processo.

O pH dos cotilédones dos ensaios aumentaram gradativamente durante o processo de
secagem. Na secagem a sombra C1, C2, C3, C4 e C5 apresentaram no final do processo
valores de 5,28, 5,45, 5,40, 5,72, 5,88, respectivamente. Os ensaios C1 e C3 atingiram pH de
5,00, 4,89, respectivamente, ao termino do processo de secagem ao sol. Segundo Efraim
(2010), a elevacdo do pH apos o processo de secagem se deve as perdas de acido acético, por
volatilizacao.

Todos os ensaios de fermentagéo e secagem apresentam ideal para formacéo de sabor
de chocolate, uma vez que obtiveram uma améndoa fermentada e seca com pH acima de 4,5.
Biehl et al. (1982), Lopes (2000) e Mattietto (2001) relatam que as améndoas de cacau
fermentadas e secas que apresentam pH inferior a 4,5 possuem um baixo potencial na
formagéo do sabor de chocolate, enquanto que valores de pH acima de 5,0 este potencial €
significativamente elevado.

Na Figura 4.6 sdo apresentados os valores médios de acidez total titulavel de cada

ensaio durante a fermentagéo e secagem.
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Figura 4.3. Valores médios de acidez total dos cotilédones durante a fermentacdo e secagem. C1: Fermentacdo
com altura de leito de 60 cm; C2: Fermentacdo com altura de leito de 50 cm, C3: Fermentacdo com altura de
leito de 40 cm; C4: Fermentacdo com altura de leito de 30 cm; C5: Fermentacdo com altura de leito de 20 cm.

Verifica-se que os cotilédones de cacau iniciaram a fermentacdo com uma acidez de
2,72 meqNaOH/100g, sendo que no 4° dia de processo os ensaios C2, C4 e C5 atingiram
acidez méaxima de 38,98, 33,20 e 33,97 megNaOH/100g, respectivamente, havendo um
decréscimo significativo no sétimo dia (C2: 29,45; C4: 17,76; C5: 10,04). Ja os ensaios C1 e
C3 atingiram acidez méxima de 31,11 e 32,65 meqNaOH/100g, respectivamente, no sétimo
dia de fermentacdo. Diante disso, pode-se inferir que nos ensaios de C4 e C5 a producéo de
acido acético predominou pois sua evaporagdo € facilitada, ao contrario daquela do acido
citrico que pode ter predominado nos ensaios C1 e C3.

Lopes (2000) relata que o acido acético absorvido pelos cotilédones é essencial para
o desenvolvimento dos precursores de sabor e aroma do chocolate, porém o excesso pode
promover um forte sabor acido podendo desapreciar o produto diante de mercados que
possuem preferéncia por chocolate pouco acido.

No estudo de DIAS (1998) foi relatado que a variagéo e diferenca de acidez durante a
fermentacdo tém relacdo com a quantidade de améndoas de polpa residual na semente. A
quantidade de polpa contribui para aumentar a acidez, pois além da quantidade de

componentes nutritivos & disposicdo, a aeracdo também influencia a acidez. Por fim, a
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conducédo do processo de fermentagdo provoca variagdes na acidez do cacau (ZAMALLOA,
1994; MATTIETTO, 2001).

Lopes (2000) e Mattietto (2001) verificaram que durante o processo de secagem héa
uma queda da acidez devido provavelmente a evaporacéao de acido acetico.

Verifica-se 0 conteudo de acidez sofreu influéncia do tipo de secagem, uma vez que
as améndoas dos ensaios C1 e C3 secas a sombra apresentaram teor de acidez quase duas
vezes menor que as améndoas dos mesmos ensaios secas a sol. Tal comportamento pode ser
atribuido ao tipo e concentracdo dos acidos presentes nas améndoas apos secagem (BRITO,
2000).

Dias (1998), encontrou em seu estudo valores de acidez que variaram de 19,27 a
25,65 meg NaOH/100g, utilizando cacau Amazonico.

Considerando que as améndoas comercializadas séo as fermentadas e secas, as

caracteristicas do nibs dessas améndoas sdo mostradas na Tabela 111.1 (Anexo IlI).

Conforme, Brasil (2008), apenas as améndoas dos ensaios BR(s), C1 e C3 submetidas
a secagem a sol sdo aptas para um posterior armazenamento, pois tais ensaios apresentarem

umidade abaixo de 8% ao final do processo.

Possivelmente a umidade relativa do ar (Tabela 4.3) pode ter influenciado na secagem
a sombra e ao sol, visto que normalmente a secagem de améndoas de cacau é realizada em
ambientes com umidade relativa proximas de 75% (EFRAIM, 2004). Além disso, devido a
incidéncia da radiacdo solar as améndoas secas ao sol atingiram temperatura interna mais altas
que as améndoas secas a sombra, entdo, considerando que alta umidade reativa retarda a perda
de peso durante a secagem, a velocidade de perda de agua nas améndoas submetidas a
secagem ao sol foi maior por apresentarem temperatura interna maior durante o referido

processo.

Tabela 4.3.1. Temperatura e umidade relativa do ambiente em cada dia da secagem a sombra e ao sol.

Tempo de secagem  Temperatura  Umidade Relativa  Precipitacdo de

(dias) Ambiente (°C) do ar (%)* chuva (mm)
1 35 89 0
2 34 89 0
3 35 87 0
4 33 88 0

*FONTE: INMET (2012); para os dois tipos de secagem.
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41  QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Na Tabela 4.2 estdo apresentados os valores médios obtidos da atividade enzimatica
da PFO no nibs liofilizado da semente fresca (dia 0), apds o sétimo dia de fermentacao e apds

a secagem das améndoas de cacau.

Tabela 4.1.1Valores médios da atividade enzimética da polifenoloxidase (PFO) dos cotilédones durante a
fermentagdo e secagem.

Fermentacdo Secagem a sombra Secagem ao sol

Altura do leito de 0 7 4 3

fermentacédo (U/gNS) (U/gNS) (U/gNS) (U/gNS)

Cl-60cm 34,0+ 10,5  7,4+25¢P 14,4 + 0,08 3,1+1,99A

C2-50cm 34,0+105*  23,3+6,7° 8,5+ 4,1

C3-40cm 34,0 £ 10,5 5,6 +1,6°° 25,9 + 3,8 10,3+ 2,58

C4-30cm 34,0 £ 10,5 9,7 +0,0° 9,2+ 5,1

C5-20cm 34,0+105* 196+ 3,2%® 10,0 + 2,4°B¢

Valores de uma mesma linha com a mesma letra (minuscula) e de uma mesma coluna com mesma letra
(Mailscula) ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia).

Verifica-se que durante a fermentacdo houve uma reducdo da atividade da PFO em
todos os ensaios, sendo o0s ensaios Cl1 e C3 0s que apresentaram menores atividades

enzimatica ao término desse processo.

A reducdo da atividade enziméatica POF durante a fermentacdo é causada pelo calor
gerado e pelas elevadas concentracfes de acido acético e etanol (HANSEN; DEL OLMO;
BURRI, 1998).

Os ensaios apresentaram reducéo da atividade PFO ap06s secagem a sombra, exceto C1
e C3. Os ensaios C1 e C3 secos ao sol mostraram menor atividade enzimatica que secos a
sombra. A quantificagdo e comparagdo da atividade enzimatica da PFO no cacau séo
complexas, considerando-se as variacdes causadas pelos métodos de fermentacdo e secagem
(HANSEN; DEL OLMO; BURRI, 1998).
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4.2 COMPOSTOS FENOLICOS

4.2.1 Polifendis totais

Na Tabela 4.3 estdo apresentados os valores médios obtidos na determinacdo de
compostos fendlicos totais do nibs liofilizado da semente fresca (dia 0), apos o sétimo dia de

fermentacgdo e ap0s a secagem das améndoas de cacau.

Tabela 4.2.1Valores médios de polifenois totais dos cotilédones durante a fermentagao e secagem.

Fermentacéo Secagem a sombra  Secagem ao sol
Altura do leito de 0 7 4 3

fermentacao (mgEC/gNS) (mgEC/gNS) (mgEC/gNS) (mgEC/gNS)
Cl1-60cm 255,3+ 5,84 277,8 £ 0,6 215,2 £ 0,5 250,2+24
C2-50cm 255,3+5,8%  179,9 +5,0°° 123,9 +4,8°°

C3-40cm 255,3+5,8% 248,0 + 14,2% 139,0 +£ 5,5 160,8 + 9,48
C4-30cm 255,3+5,8%  191,3+2,2° 167,8 +7,4%®

C5-20cm 255,3+5,8% 2192+ 14 103,7 £ 5,9

Valores de uma mesma linha com a mesma letra (minuscula) e de uma mesma coluna com mesma letra
(Maiuscula) ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia). EC:
equivalente catequina; NS: Nibs secos (liofilizados).

O cotilédone da semente de cacau fresca e liofilizada apresentou 255,3 mg EC/g.
Soares (2001) e Efraim (2004) obtiveram valores de 330 e 239 mg/g de cotilédone liofilizado,

respectivamente, o que coloca nossas améndoas nesse intervalo.

Pode-se verificar que durante a fermentacdo houve perda de compostos fenolicos
totais no nibs dos ensaios com altura de leito de 50 (C2), 30 (C4) e 20 cm (C5) e dentre esses
ensaios o que apresentou menor degradacdo de polifendis nessa etapa foi 0 ensaio C5 (14%).
Os ensaios de altura de leito de 60 e 40 cm ndo apresentaram degradacao significativa de
compostos fenolicos apdés a fermentacdo, atingindo 277,8 e 248,0 mg de equivalente
catequina/g NS, respectivamente.

Observa-se que houve perda significativa de compostos fendlicos ap6s em quase todas
as amostras apOs secagem. O ensaio de altura de 60 cm foi o que apresentou menor
degradacédo de fendlicos apo6s secagem ao sol (5 mg apenas) e 0 ensaio de 20 cm foi o que
apresentou menor retencdo de compostos fenolicos apds esse processo (perca de 151 mg entre

o inicio da fermentacdo e o fim da secagem a sombra).

O processo de secagem ao sol apresentou maior retencdo de compostos fendlicos que

0 de secagem a sombra tanto para o ensaio com altura de leito de 60 cm quanto para o com
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ensaio com altura de leito de 30 cm. Apds a secagem ao sol os ensaios C1 e C3 apresentaram
retencdo de polifendis de 90 e 65% em relagdo ao Ultimo dia de fermentacéo,

respectivamente.

Os estudos de Lopes (2000), Mattietto (2001), Efraim (2004) e Ramda Janior (2011),
realizados com fermentacao de altura de leito de 60 cm, mostram que durante a fermentacao e
secagem h& uma reducdo gradual de compostos fendlicos durante essa etapa, no entanto 0s
resultados obtidos neste trabalho ndo reproduziram tal comportamento, uma vez que as

condicdes de processo — climaticas, biologicas (flora microbiana) — podem ter influenciado.

Wollgast e Anklam (2000) também atribuem as variagdes nos teores de polifendis
encontrados em cacau e derivados as diferencas nas metodologias analiticas empregadas para
extracdo e quantificacdo dos compostos, além da influéncia genética, edafoclimatica e dos
processos tecnoldgicos utilizados para a obtencdo dos produtos avaliados, entre outros

motivos.

4.2.2 Flavanois totais
Na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores médios de flavandis totais do nibs
liofilizado da semente fresca (dia 0), ap6s a fermentacao e a secagem das améndoas de cacau

de cada ensaio.

Tabela 4.2.2.Valores de flavandis totais dos cotilédones antes e apds fermentacdo e secagem.

Fermentacéo Secagem a sombra  Secagem ao sol
Altura do leito de 0 7 4 3
fermentacao (mgEC/gNS) (mgEC/gNS) (mgEC/gNS) (mgEC/gNS)
Cl1-60cm 63,1 + 0,94 61,5+ 0,74 43,3 +1,3%4 48,4 + 0,9
C2-50cm 63,1 +0,9% 52,6 +1,2"8 26,4 +1,2¢¢
C3-40cm 63,1 + 0,94 46,0 +1,1°¢ 26,6 + 0,49 41,8+1,1°®
C4-30cm 63,1 +0,94 42,0+ 2,3°P 31,4+1,0%®
C5-20cm 63,1 +0,9% 41,5 +1,9°° 16,3 +0,7¢P

Valores de uma mesma linha com a mesma letra (mindscula) e de uma mesma coluna com mesma letra
(Mailscula) ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia). EC:
equivalente catequina; NS: Nibs secos (liofilizados).

As sementes de cacau frescas (dia 0) apresentaram valores de flavanois de
63 mgEC/gNS representando 25% dos compostos fendlicos totais. Nota-se nos ensaios C2 a
C5 que apos o processo de fermentagdo a concentracdo de flavandis diminuiu. Conforme
Bracco et al (1969), a reducédo de flavanois em relagdo a concentracdo de polifendis totais

pode ser um indicador importante para indicar o grau de fermentacao.
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O ensaio que apresentou maior conteudo de flavanois, ap6s fermentacdo, foi C1
(60 cm) no qual ndo houve variagdo significativa, seguido do ensaio C2 (50cm), C3 (40 cm),
C4 (30 cm) e C5 (20cm). Diante deste comportamento, pode-se notar que a concentracdo de
flavandis apresentou uma boa correlagdo (R?> = 0,90) com a altura de leito utilizada nessa

etapa do pré-processamento.

Durante a etapa de secagem a sombra houve reducdo da concentragdo de flavanais,
sendo que o ensaio que apresentou maior retencdo foi o C1, seguido de C4, C3, C2 e C5,
possuindo tendéncia semelhante a obtida para compostos fendlicos. Segundo Efraim (2011),
na secagem ha o aumento na difusdo do oxigénio na massa de améndoas promovendo a

oxidacdo dos flavandis.

A secagem ao sol proporcionou menores perdas de flavandis as améndoas que a
secagem a sombra, sendo o ensaio C1 submetido a secagem a sol foi o que apresentou maior

contetdo de flavanois apds esse processo (48,4 mgEC/gNS).

4.2.3 Flavondis totais
Na Tabela 4.5 sdo apresentados os valores médios de flavonodis totais do nibs
liofilizado da semente fresca (dia 0), antes e apds 7 dias de fermentacdo e a secagem das

améndoas de cacau de cada ensaio.

Tabela 4.2.3 Valores de flavondis totais durante a fermentacdo e secagem.

Fermentacgdo Secagem a sombra  Secagem ao sol
Altura do leito de 0 7 4 3
fermentacao (mgEQ/gNS)  (mgEQ/gNS) (mgEQ/gNS) (mgEQ/gNS)
Cl-60cm 0,43+0,02>4 0,48 + 0,03°° 0,51 +0,01% 0,52 + 0,02#4
C2-50cm 0,43 £0,02# 0,47 +£0,02%° 0,47 £0,03%
C3-40cm 0,43+0,02°4 0,73 £ 0,03 0,39 +0,01%¢ 0,31 +0,01°®
C4-30cm 0,43 £0,024 0,82 +0,02%4 0,64 + 0,024
C5-20cm 0,43 +£0,02° 0,64 + 0,013 0,32 +0,01°

Valores de uma mesma linha com a mesma letra (mindscula) e de uma mesma coluna com mesma letra
(Mailscula) ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia). EQ:
equivalente quercetina; NS: Nibs secos (liofilizados).

A concentracdo de flavonois presente no nibs da semente de cacau fresca foi muito
baixa (0,43 mg EQ/gNS). Verifica-se que durante a fermentacdo, os ensaios ndo apresentaram

degradacéo de flavonois durante a fermentagéo e secagem, exceto ensaio C3 seco ao sol e C5
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que atingiram 0,3 mg de equivalente quercetina/ g de nibs seco. Em absoluto, como todos os
valores flutuaram entre 0,31 e 0,82mg/gNS (menos de 0,5% dos polifendis totais), as

variacdes apresentados sdo pouco relevantes para o processamento dessas améndoas.

4.2.4 Proantocianidinas
Na Tabela 4.6 sdo apresentados os valores médios de proantocianidinas do nibs
liofilizado da semente fresca (dia 0), antes e depois de sete dias de fermentacdo e a secagem

das améndoas de cacau de cada ensaio.

Tabela 4.2.4. Valores de proantocianidinas durante a fermentacgao e secagem.

Fermentacéo Secagem a sombra  Secagem ao sol
Altura do leito de 0 7 4 3

fermentacédo (mgECIi/gNS) (mgECIi/gNS)  (mgECi/gNS) (mgECIi/gNS)
Cl-60cm 12,3 +1,0" 15,3 +£0,3%® 10,4 £ 0,3 15,6 £ 0,14
C2-50cm 12,3+1,04 7,6 +0,5°° 11,0 £ 0,424
C3-40cm 12,3 +1,0" 17,0 £0,3*A 5,9 +0,3 7,1+0,5%®
C4-30cm 12,3+1,04 11,9 +0,5%¢ 8,3 +0,58
C5-20cm 123 +1,0¢4 8,3 +0,8°° 6,3 +0,6°

Valores de uma mesma linha com a mesma letra (minuscula) e de uma mesma coluna com mesma letra
(Maiuscula) ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia). ECi:
equivalente cianidina; NS: Nibs secos (liofilizados).

As sementes de cacau frescas (dia 0) apresentaram valores de proantocianidinas de
12,3 mg ECi/gNS representando 5% dos compostos fenolicos. Os ensaios de 50 e de 20 cm
apresentaram reducdo significativa de proantocianidinas durante a fermentacdo. Os nibs que
apresentaram maior conteido de proantocianidinas, apés a fermentacdo, foram os ensaios C3
e C1, seguido de C4, C5e C2.

Observa-se que o0s ensaios apresentaram perda significativa de proantocianidinas
durante secagem. O ensaio de altura de 60 e 50 cm foram 0S que apresentaram menor
degradacdo de proantocianidinas apds secagem a sombra e o ensaio de 20 cm foi o que

apresentou menor retengdo de tal composto ap0s esse processo.

O processo de secagem ao sol apresentou maior retencdo de proantocianidinas que o
de secagem a sombra para o ensaio com altura de leito de 60 cm, que atingiu 15,6 mg
ECi/g NS.
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Algumas referéncias como de Soares (2001) e Wayenbergh (2010) indicam que, ao
invés de perdas pode ocorrer aumento no teor de proantocianidinas totais na fermentacéo e na
secagem. Esse aumento pode estar relacionado com a polimerizacdo de flavandis em taninos
condensados durante a fermentacdo e secagem e com a metodologia empregada, que pode
estar avaliando o conteudo de proantocianidinas totais levando em consideracdo as moléculas

desse composto que sofreram oxidacao enzimatica e reagiram com aminoacidos.

4.3 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Na Figura 4.7 s&o apresentados os valores de atividade antioxidante (DPPH) do nibs
liofilizado da semente fresca (dia 0), durante a fermentagcéo e a secagem das améndoas de

cacau de cada ensaio.

Tabela 4.3.1 Valores DPPH durante a fermentacdo e secagem.

Fermentacdo Secagem a sombra  Secagem ao sol
Altura do leito de 0 7 4 3

fermentacao (UmOIET/gNS) (UmolET/gNS)  (umolET/gNS) (LmOIET/gNS)
Cl-60cm 24,2 +0,2°A 26,7 £ 0,54 14,7 £0,2% 16,6 + 0,4°A
C2-50cm 24,2 +0,2% 13,6 £ 0,2°P 20,1 +0,8°A
C3-40cm 24,2 £0,2% 14,7 +0,3°P 19,3 £ 0,9 10,1 +£0,2%
C4-30cm 24,2 +0,2% 18,9 +£0,7°8 13,8+ 0,98
C5-20cm 24,2 + 0,24 17,1 £ 0,8 8,3+0,5¢

Valores de uma mesma linha com a mesma letra (minudscula) e de uma mesma coluna com mesma letra
(Maiuscula) ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significAncia). ET:
equivalente Trolox; NS: Nibs secos (liofilizados).

As améndoas de cacau de todos 0s ensaios apresentaram reducdo de 22 a 44% da
atividade antioxidante ap6s a fermentacdo, exceto o ensaio com altura de leito de 60 cm que
atingiu valores de DPPH de 26,7 umol de equivalente trolox/gNS. A redugdo pode ser
ocasionada pela reducdo no teor de flavan-3-6is e possivelmente pela complexacdo das
procianidinas com as proteinas, ja que de acordo com Kaisu et al. (2005) os flavandis e as

procianidinas exercem grande influéncia sobre a capacidade antioxidante DPPH.

No estudo de Ramoda Junior, que utilizou altura de leito de 60 cm, obteve
estabilizagdo da capacidade antioxidante durante a fermentacdo. Tal estabilizagdo pode ser
explicada em partes pela provavel inativagdo da enzima polifenoloxidase, pela redugdo da
umidade das sementes, assim como pela difusdo dos constituintes internos, entre eles 0s

antioxidantes, das células para o cotilédone.
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Os ensaios que apresentaram maior capacidade antioxidante foram 0s ensaios com

altura de leito de 50 e 40 cm submetidos a secagem a sombra (= 20 umolET/gNS).

A secagem a sombra e ao sol apresentaram diferenca significativa. Para o ensaio C1
a secagem a sol mostrou maior conservacao da capacidade antioxidante, ja para o ensaio C3 a

secagem a sombra apresentou maior valor DPPH.

44 QUANTIFICACAO DA ADSTRINGENCIA

Na Figura 4.8 sdo apresentados os valores de adstringéncia do nibs liofilizado da
semente fresca (dia 0), no comeco e depois da fermentacdo e da secagem das améndoas de
cacau de cada ensaio.

Tabela 4.4.1 Valores de adstringéncia durante a fermentagéo e secagem.

Fermentacdo Secagem a sombra  Secagem ao sol
Altura do leito de 0 7 4 3
fermentacao (NTU) (NTU) (NTU) (NTU)
Cl-60cm 384,6 +0,3** 307,0 +13,7°8 300,0 + 8,08 201,0 £ 2,04
C2-50cm 384,6 £0,3* 212,3+1,7¢C 278,5 + 2,58
C3-40cm 384,6 +0,3* 2985 + 3,0"8 295,0 + 1,48 120,5+2,5%8

C4-30cm 384,6 £0,3**  337,5+0,9° 349,0 £1,2%
C5-20cm 384,6 £0,3** 262,0+ 3,0 B¢ 231,0+ 1,7

Valores de uma mesma linha com a mesma letra (mindscula) e de uma mesma coluna com mesma letra
(Maiuscula) nao diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia). NTU: Unidades

Nefelométrica de Turbidez.

Pode-se verificar que 0s ensaios apresentaram reducdo da adstringéncia durante a

fermentacdo, mas principalmente apds secagem ao sol.

O ensaio com 30 cm de leito (C4), mostrou-se com o0s maiores valores de
adstringéncia apos a fermentacdo e secagem, sendo 337 e 349 NTU, respectivamente. Nao foi
verificada nenhuma correlagdo entre a altura de leito, teor de proantocianidinas e

adstringéncia apos fermentacdo e secagem destas sementes.
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5 CONCLUSAO

— As améndoas de todos os ensaios foram classificadas como Tipo I, pois revelou a
auséncia de odores estranhos para todos os ensaios. Conforme Brasil (2008), todos os
ensaios foram classificados como Tipo |, pois apresentaram porgdes de améndoas
danificadas e mofadas até 4% e de arddsia e germinadas de até 5%.

— A prova de corte realizada com as améndoas fermentadas e secas foi um indicativo
inicial da ocorréncia de reac6es fisico-quimicas para o desenvolvimento do sabor de
chocolate, indicando que o ensaio com altura de 20 cm foi 0 que apresentou maiores
nimeros de améndoas marrons e menor retencdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante.

— As améndoas submetidas a secagem a sombra ndo atingiram umidade abaixo de 8%
apos 4 dias, tornado-as inadequadas para armazenamento e comercializacdo, Brasil
(2008).

— O ensaio feito com altura de leito de 60 cm (convencional) foi o que apresentou maior
retencdo de compostos fendlicos apos a fermentacdo e a secagem tanto a sol como a
sombra.

— O ensaio convencional foi que apresentou maior atividade antioxidante apds a
fermentacdo, no entanto o ensaio de altura de leito de 50 cm apresentou maior valor
DPPH apo6s secagem sombra atingindo 20,1 pmol equivalente Trolox/g.

— A secagem a sol mostrou ser o processo mais recomendado que a secagem a sombra
quanto a conservacao dos compostos fenélicos e a secagem a sombra mostrou-se mais
indicado na conservacgéo da atividade antioxidante (DPPH).

— A analise de adstringéncia, proposta por HANA, ndo foi considerada um bom
indicativo para acompanhar as reacdes bioquimicas decorrentes da fermentacdo e
secagem, Visto que ndo apresentaram nem uma correlacio com teor de
proantocianidinas.

— Dentre as andlises realizadas, polifenois totais e flavanois totais podem ser mostradas
como um bom indicativo do grau de fermentacéo.
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ANEXOS

ANEXO 1| - Controle da temperatura média obtida da massa de sementes de cacau durante a
fermentacdo para cada ensaio.

Tabela A 1. Variaco de temperatura da massa de sementes de cacau durante a fermentacéo para os diferentes
ensaios.

Tempo de
fermentacdo 0 1 2 3 4 5 6 7
(dias)
Caixa Temperatura da manha (Tm)

60 cm 31+0,8%® 31+0,8%® 33+2,3%C 47+2%A  50+0,7%A  44+0,54 45+0,8%"  45+1,7%A
50 cm 34+0,9°A 34+0,9%4 38+1,5"® 45+15%C 46+0,58 45+0,8% 44+05%  44+1 54
40 cm 341+0,49% 3410,49% 39+15%8 4442 2°C 49+2 54 45+0,9°4  46%1,9°A  44+1,1°A
30cm 34+0,5°A 34+0,5°4 410,59 50+1,3*A 460,98 4742,5°4 4541 4°A 4440 504
20cm 340,19 350,59 38+0,7® 47+15*8 45+0,9"® 45+0,8°4 44+1,7°A  43+1,6™

Caixa Temperatura da tarde/antes do revolvimento (Ta)

60 cm 35+0,7 320,59 41+0,9°® 47+05* 44+0,8"AB 43+0,4°BC 42+0,49  45+2,1°A
50 cm 35+0,5” 37+0,8%4 41+0,8%AB 48+0,5%" 43+0,4%BC 43+0,8°BC 43+1,1%A  44+0,8%8
40 cm 35+0,19% 3610,794 42+0,9%48 47+0,9% 43+0,7°°BC 42+0,5°C 43+0,9°4  43+0,4*®
30cm 35+0,1°A 37+0,7°4 43+1,2PA 48+0,7%A 42+0,8°C  44+1,1°48 4441 2°A  43+0,5P18
20cm 35+0,1°4 3610,1°4 42+1,3%B 48+0,4% 45+1,3°A  45+0,4°A 43+0,9% 43+1,1%8

Caixa Temperatura da tarde/ depois do revolvimento (Td)

60 cm - - 35+0,8°C 39+1,0®® 49+1,1% 43+0,7°®  44+0,8°8  45+0,1°A
50 cm - - 37+0,7°®  4440,5°A 48+1,2%A  45+1,2°4  44+0,4°AB  44+0,2048
40 cm - - 39+0,84 40+0,4® 48+1,04 44+1,0°B 44+11°A  4340,1°®
30 cm - - 39+0,79 43%1,2°A 48+0,8A  45+0,9°AB  44+0,85°AB 43+0,10cAB
20 cm - - 37+0,8°® 44+0,8°4 50+1,1%4 44+1,1°AB 43+0,8°8  43+0,2%B

Valores de uma mesma linha com a mesma letra (mindscula) e de uma mesma coluna (de um tipo de temperatura) com
mesma letra (Mailscula) ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia). C1:
Fermentacdo convencional com altura de leito de 60 cm; C2: Fermentagdo com altura de leito de 50 cm, C3:
Fermentacdo com altura de leito de 40 cm; C4: Fermentacdo com altura de leito de 30 cm,C5: Fermentagdo com altura
de leito de 20 cm .
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ANEXO Il — Prova de corte de todos 0s ensaios.

Tabela Il 1. Prova de corte das améndoas nao fermentadas secas a sol e a sombra (BRSs)

Secagem a sombra Secagem a sol
Tempo de secagem (dias) 1 2 3 4 1 2 3
Coloragdo | Marrom 10 3 2 23 7 7 24
Marrom e Violeta 12 6 16 36 26 11 10
Violeta 78 91 82 41 67 82 66
Fermentagdo | Bem 6 1 0 8 7 13 22
Parcialmente 16 14 14 13 13 14 21
Mal 78 85 86 79 80 73 57
Defeitos Danificadas/Mofadas 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/0 0/0
Ardosia/Germinadas 4/1 2/0 0/0 1/0 2/0 2/0 2/0
N° de améndoas em 100g 49 60 84 73 73 93 97
Peso total de 100 améndoas (g) 200 178 190 145 | 143 180 150
Rendimento gérmen (%) 1 1 1 1 1 1 1
Rendimento casca (%6) 22 17 11 14 20 6 22
Rendimento cotilédone (%) 70 80 84 85 76 78 77

Tabela Il 2. Prova de corte dos ensaios realizados com altura de leito de 60 cm (C1).

‘ Fermentacgdo Secagem a sombra Secagem a sol
Tempo de processo (dias) 2 4 7 1 2 3 4 1 2 3
Marrom 4 10 7 1 28 36 43 68 82 82
Marrom e Violeta 4 26 18 25 25 29 33 20 10 13
Violeta 85 64 75 74 47 35 24 13 8 5
Fermentacéo | Bem 8 2 3 2 28 42 41 46 45 83
Parcialmente 20 9 16 29 16 35 25 38 40 15
Mal 72 89 81 69 54 23 34 16 15 2
Danificadas/Mofadas 3/0 0/0 0/0 | 0/0 | O/0 | O/0 | O/O | O/0 | 0/0 1/0
Arddsia/Germinadas 0/0 3/1 4/0 | 4/1 | 0/0 | 0/0 | 0/0 | 0/0 | 3/0 1/0
N° de améndoas em 100g 51 54 50 55 63 68 72 77 85 82
Peso total de 100 améndoas (g) 203 210 202 173 | 153 | 150 | 138 | 130 117 123
Rendimento gérmen (%) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Rendimento casca (%) 25 25 26 21 22 12 21 22 18 18
Rendimento cotilédone (%) 55 58 65 72 77 50 78 75 79 81
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Tabela 11 3Prova de corte dos ensaios realizados com altura de leito de 50 cm (C2).

Fermentacdo Secagem a sombra
Tempo de processo (dias) 2 4 7 1 2 3 4
Coloragdo | Marrom 0 4 8 58 64 52 33
Marrom e Violeta 5 24 23 32 29 37 31
Violeta 95 72 69 10 7 12 36
Fermentaco | Bem 0 5 9 16 3 49 41
Parcialmente 11 11 59 11 47 32
Mal 97 84 80 25 86 4 27
Defeitos Danificadas/Mofadas 2/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Ardosia/Germinadas 1/0 1/0 0/0 2/0 0/0 0/0 0/0
N° de améndoas em 100g 52 53 53 63 54 63 66
Peso total de 100 améndoas (g) 203 210 197 208 | 182 155 151
Rendimento gérmen (%) 1 1 1 1 1 1 1
Rendimento casca (%) 34 21 25 20 20 21 23
Rendimento cotilédone (%) 57 57 61 61 75 74 76

Tabela Il 4. Prova de corte dos ensaios realizados com altura de leito de 40 cm (C3).

‘ Fermentacgdo Secagem a sombra Secagem a sol
Tempo de processo (dias) 2 4 7 1 2 3 4 1 2 3
Coloragdo | Marrom 4 10 10 5 15 49 39 69 48 50
Marrom e Violeta 4 31 34 17 35 35 39 22 12 33
Violeta 96 59 56 78 50 16 31 9 40 17
Fermentacdo | Bem 10 7 24 6 12 41 37 46 50 48
Parcialmente 22 18 48 12 15 17 22 31 32 24
Mal 68 75 24 82 73 42 41 23 18 28
Defeitos Danificadas/Mofadas 0/0 0/0 0/0 0/0 | 0/0 | 0/0 | 0/0 | 0/O 0/0 0/0
Ardoésia/Germinadas 4/0 0/0 4/0 4/0 | 0/0 3/0 | o/0 | O/0 0/0 0/0
N° de améndoas em 100g 47 47 54 61 63 638 68 71 83 89
Peso total de 100 améndoas (g) 214 221 208 172 | 173 | 150 | 145 | 143 118 112
Rendimento gérmen (%) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Rendimento casca (%) 28 25 30 24 23 19 18 23 17 19
Rendimento cotilédone (%) 61 56 63 71 75 75 77 80 78 80
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Tabela 11 5. Prova de corte dos ensaios realizados com altura de leito de 30 cm (C4).

Fermentacéo Secagem a sombra
Tempo de processo (dias) 2 4 7 1 2 3 4
Coloragdo | Marrom 7 16 20 78 36 36 92
Marrom e Violeta 25 46 48 20 34 40 7
Violeta 68 38 32 2 30 24 1
Fermentacéo | Bem 2 4 7 62 20 27 62
Parcialmente 7 10 19 33 24 32 24
Mal 91 86 74 5 56 41 14
Defeitos Danificadas/Mofadas 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/3
Ardosia/Germinadas 0/0 0/0 3/0 2/0 1/0 0/0 0/0
N° de améndoas em 100g 50 55 44 66 61 68 77
Peso total de 100 améndoas (g) 175 232 216 152 166 145 133
Rendimento gérmen (%) 1 1 1 1 1 1 1
Rendimento casca (%) 23 25 29 17 19 18 19
Rendimento cotilédone (%) 71 62 69 58 76 78 80
Tabela Il 6. Prova de corte dos ensaios realizados com altura de leito de 20 cm (C5).
Fermentacgdo Secagem a sombra
Tempo de processo (dias) 2 4 7 1 2 3 4
Coloragdo | Marrom 0 11 16 79 90 96 91
Marrom e Violeta 11 22 18 10 5 4 6
Violeta 89 77 66 11 5 0 3
Fermentacéo | Bem 0 4 13 41 50 83 63
Parcialmente 10 8 12 42 39 12 27
Mal 90 88 75 17 11 5 10
Defeitos Danificadas/Mofadas 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/3
Ardosia/Germinadas 0/0 0/0 1/0 0/0 5/0 4/0 2/0
N° de améndoas em 100g 81 74 66 61 76 72 88
Peso total de 100 améndoas (g) 208 204 158 174 | 135 132 112
Rendimento gérmen (%) 1 1 1 1 1 1 1
Rendimento casca (%0) 27 21 19 7 12 14 17
Rendimento cotilédone (%) 65 59 68 91 81 79 82
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ANEXO |11 — Caracteristica fisico-quimica dos nibs das améndoas fermentadas e secas.

Tabela I11.1. Teor médio de Umidade e Lipidios (%), pH e acidez titulavel dos cotilédones de cacau secas, ndo
submetidas a fermentacdo (BR e BRs) e dos diferentes ensaios (C1l, C2, C3, C4 e C5) submetidos a
fermentagdo e secagem.

Ensaio Secagem Umidade (%) Lipidios (%) PH Acidez*
BR 32,702 51,59 ¢ 6,402 2,72
BR(s) 23,671 46,32¢ 5,88° 5,09°
c1 29,37° 58,82 ° 5,28 13,820
C2 < 2813 56,30 P 5,451 12,07°
c3 & 24,62 59,19 5,40% 12,02¢
c4 2 1497 59,22" 5,72° 7,10¢
C5 » 962 47,90 « 5,88° 7,65¢
BR(s) 7,019 44,549 5,97 4,99°
c1 Z") 7,029 68,35 ° 5,00 20,80°
C3 ® 6,829 45,13¢ 4,891 22,108

* meq.NaOH.100g™. Valores de uma mesma coluna com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si
(Teste de Tukey a 5% de significancia). C1: Fermentacdo convencional com altura de leito de 60 cm; C2:
Fermentacdo com altura de leito de 50 cm, C3: Fermentacdo com altura de leito de 40 cm; C4: Fermentagdo com
altura de leito de 30 cm,C5: Fermentacdo com altura de leito de 20 cm .
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