d

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

DANIELA PINHEIRO GASPAR

PERFIL AROMATICO E DE COMPOSTOS FENOLICOS DE AMENDOAS DE
CACAU FERMENTADAS NA AMAZONIA BRASILEIRA EM DIFERENTES
TEMPORADAS DO ANO

BELEM - PA
2019



DANIELA PINHEIRO GASPAR

PERFIL AROMATICO E DE COMPOSTOS FENOLICOS DE AMENDOAS DE
CACAU FERMENTADAS NA AMAZONIA BRASILEIRA EM DIFERENTES
TEMPORADAS DO ANO

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal do Par4, como um dos requisitos para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Orientadora: Prof®. Dr? Alessandra Santos

Lopes

BELEM - PA
2019



DANIELA PINHEIRO GASPAR

PERFIL AROMATICO E DE COMPOSTOS FENOLICOS DE AMENDOAS DE
CACAU FERMENTADAS NA AMAZONIA BRASILEIRA EM DIFERENTES
TEMPORADAS DO ANO

Avaliada em. / / Conceito:

BANCA EXAMINADORA

Prof2. Dr?, Alessandra Santos Lopes
(PPGCTA/ITEC/UFPA)
Orientadora

Prof. Dr. Nelson Rosa Ferreira
(PPGCTA/ITEC/UFPA)
Membro Interno

Prof2. Dr2 Eloisa Helena de Aguiar Andrade
(PPGBIONORTE/PA)
Membro Externo

Profd. Dr? Luiza Helena Meller da Silva
(PPGCTA/ITEC/UFPA)
Membro Interno

Dr. Santelmo Selmo de VVasconcelos JUnior
(ITV- Instituto Tecnoldgico Vale)
Membro Externo

BELEM - PA
2019



Dedico ao meu pai, Antonio Sérgio Gaspar,
A minha méae, Sonia Gaspar
A minha irmd, Patricia Gaspar

A vocés, todo meu amor e gratiddo e por serem as melhores pessoas do mundo.



“As pessoas que s3o loucas o suficiente para achar que podem mudar o mundo séo as que, de
fato, mudam.”

Steve Jobs



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por me permitir chegar até aqui e por ter me amparado e protegido
durante toda essa trajetoria.

Agradego aos meus pais que me apoiaram psicologicamente e financeiramente durante
0 mestrado, que sempre me deram muito amor e carinho, além de me mostrarem que o melhor
caminho é o dos estudos. Obrigada por serem o0s melhores pais do mundo! Agradeco também
a Paty por todo o apoio e por ter me aguentando durante minhas crises de ansiedade e estresse,
sei que esses momentos ndo foram poucos. Obrigada por sempre ter sido minha melhor

companhia da vida.

Ao meu companheiro de todas as horas, Paulinho, por ter sido meu principal
incentivador em encarar 0 mestrado, mesmo com medo e com insegurancga. Obrigada por ter
me acolhido todas as vezes em que eu precisei e por também ter aguentado meu estresse e
ansiedade. Sem o seu apoio eu ndo teria chegado até aqui. Sou muito feliz em dividir minha

vida com vocé!

A minha orientadora, Alessandra Lopes, por ter depositado confianca em mim e por
todos os ensinamentos técnicos e de vida. A senhora é um exemplo de mulher. Obrigada por

toda a paciéncia e por ter me ensinado tanto. Obrigada tambem pela sua amizade.

Agradeco aos meus amigos da UFPA que estiveram comigo durante essa caminhada,
Osienne, Leticia, Felipe, Evellyn, Brenda, Mayara e Mayumi, que me fizeram rir apesar das
adversidades e me ajudaram em muitas analises. Agradeco tambem a Marilia, por ndo me fazer
esquecer que é importante pensar fora da caixinha, por ser um exemplo de empreendedora e
por toda a amizade durante esse tempo de mestrado. N&o poderia deixar de agradecer a Luiza,
que chegou no finalzinho do meu mestrado, mas que me ajudou grandemente com muita

paciéncia e amorosidade.

Obrigada a Francilia e Deusa por toda amizade e apoio durante esses dois anos.
Obrigada por aguentarem minhas ddvidas e me mostrarem que mesmo nesse meio tdo duro, é

possivel ser verdadeira, amavel e amigavel. Vocés significam tudo isso pra mim.

Serei eternamente grata ao Gilson, por toda amizade a mim dedicada e por todos 0s

ensinamentos. Se eu consegui chegar até aqui, devo isso a vocé também! Muito obrigada por



ter me acolhido logo de cara e por todos 0s momentos que passamos juntos, que ndo foram

poucos. Es uma pessoa que eu sempre vou guardar com muito carinho e admiracao.

Agradeco ao Dr. Silveira da Ceplac de Castanhal, que me ajudou em uma das etapas
mais dificeis. Agradeco também ao “Capim”, uma das pessoas mais simples e de bom coragdo

gue me ensinou tanta coisa in loco.

Agradeco a todos os professores que eu tive contato durante o programa. Muito obrigada
pelos conhecimentos repassados.

Agradeco ao Laboratério Adolpho Ducke pelo apoio na realizacdo das analises e por me
acolherem tdo bem e ao ITV (Instituto Tecnol6gico Vale) pelo suporte nas analises realizadas

e por todo conhecimento repassado.
Agradeco também a Hadriane Pombo por sempre me atender com paciéncia e educacao.

A minha banca que muito contribuiu para este trabalho dar certo, Prof. Dr. Nelson Rosa
Ferreira, Prof®. Dr? Eloisa Helena de Aguiar Andrade e Dr. Santelmo Selmo de Vasconcelos
Janior.

Finalmente, agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concessao da bolsa de estudos e ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos pela oportunidade de desenvolvimento profissional.



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. FuncGes e efeitos de leveduras na fermentagédo do cacau
Tabela 2. Fungdes e efeitos de bactérias do &cido latico na fermentacéo do cacau
Tabela 3. Fungdes e efeitos de bactérias do &cido latico na fermentagéo do cacau
Tabela 4. Compostos volateis de massa de cacau e suas referéncias sensoriais
Tabela 5. Concentracao de (-) epicatequina em sementes de cacau fermentadas
em varios paises de producdo (mg/g)
Tabela 6. Valores médios da temperatura da massa de fermentacdo de cacau,
temperatura ambiente e umidade do ar no verdo e no inverno
Tabela 7. Valores médios de pH e acidez total titulavel (MEQ NaOH/100g)
Tabela 8. Valores médios da caracterizacao fisica e quimica das améndoas
fermentadas e secas de cacau no verao e inverno
Tabela 9. Valores médios dos compostos fendlicos totais mgeCAT/g
Tabela 10. Valores médios de catequina (mg/g) e epicatequina (mg/g)
Tabela 11. Valores médios de teobromina (mg/g), teofilina (mg/g) e cafeina
(mg/g)
Tabela 12. Teores médios de metais (mg/kg) de cacau fermentado e seco dos
periodos verdo e inverno
Tabela 13. Concentracdo (%) dos compostos volateis de acordo com o tempo

de fermentacéo e periodo climatico

23
26
27
35
40

49

52
57

59

62

64

65

66

Vil



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Estrutura da Ocratoxina
Figura 2. Estrutura da Cafeina, Teobromina e Teofilina
Figura 3. Estrutura Epicatequina e da catequina
Figura 4. Comportamento da temperatura ambiente no verdo e no inverno (a) e umidade
relativa do ar (%) no verdo e no inverno (b)
Figura 5. Comportamento da temperatura da massa fermentativa nos periodos veréo e
inverno
Figura 6. Comportamento do pH no verao e no inverno (a) e da acidez total titulavel (mEq
NaOH/100g) no verdo e no inverno (b) das sementes de cacau durante a fermentagéo
Figura 7. Eigenvalue para analise de componentes principais
Figura 8. Score para as componentes principais PC1 (88,87%) e PC2 (5,56%)

Figura 9. 9(a) Dendrograma utilizando a distancia euclidiana para todos os ensaios 9(b)
Score com os grupos formados apds analise do dendograma

Figura 10. Teores medios de fendlicos (mg ECAT/g) totais em améndoas de cacau nos
periodos verdo e inverno

Figura 11. Teores medios de catequina e epicatequina em améndoas de cacau nos
periodos verdo e inverno

Figura 12. Teores médios de teobromina, teofilina e cafeina em améndoas de cacau nos
periodos verdo e inverno

Figura 13. Comportamento dos compostos volateis de acordo com a sua classe e periodo
Figura 14. Eigenvalue para analise de componentes principais

Figura 15. Score para as componentes principais PC1 (51,082%) e PC2 (33,385%)
Figura 16. (a) Dendrograma utilizando a distancia euclidiana para todos os ensaios (b)
Score com os grupos formados apds analise do dendograma

Figura 17. Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo O do verédo
Figura 18. Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 96 do verao
Figura 19. Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 144 do verdo
Figura 20. Cromatograma de amostras de semente de cacau fermentado e seco do verdo
Figura 21. Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 0 do inverno
Figura 22. Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 96 do inverno
Figura 23. Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 144 do inverno

Figura 24. Cromatograma de amostras de semente de cacau fermentado e seco do inverno

VI

28
34
35

47

49
51

55
56

56

58

61

63
67
73
73

74
95
95
95
95
96
96
96
96



LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

% Por cento ou porcentagem

°C Graus Celsius

AAB Bactérias do acido acético (Acetic acid bacteria)
AOAC Association of Official Analytical Chemists

ATP Adenosina trifosfato

CEPLAC Comisséo Executiva do Plano de Lavoura Cacaueira
CG Cromatografia gasosa

CVv Concentrado volatil

ECAT Equivalente de catequina

EG Equivalente de &cido gélico

EM Espectrometria de massa

G Grama

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High performance

liquid chromatography) — CLAE

HRGC Cromatografia gasosa capilar
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
ICCO Organizacao Internacional do Cacau (International Cocoa

Organization)

[e Indicacdo Geografica

INMET Instituto Nacional de Meteorologia

INPI Instituto Nacional de Propriedade Intelectual

IR indice de retencéo

kg Quilogramas

LAB Bacteérias do acido latico (Lactic acid bacteria)
LAD Laboratorio Adolpho Ducke

m2 Metro quadrado

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

mEq NaOH/100 g Miliequivalente de hidroxido de sodio por 100 gramas de

amostra
min Minuto
mg Miligrama

mL Mililitro



mm
N>
PCA

pH
RDC

UFPA
ML

um

Milimetro

Nitrogénio

Anélise do componente principal (principal component
analysis)

Potencial Hidrogenidnico
Resolucéo da Diretoria Colegiada
Sul (South)

Universidade Federal do Para
Microlitro

Micrémetro

Leste (West)



Xl

SUMARIO

LISTA DE TABELAS. ... e e s VII

LISTADE FIGURAS ...ttt a e e et e e e s \11

LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS ... IX

LINTRODUGAO . ...ttt 15

2 OBJIETIVOS ..ot e e e e e e e e r e e e e e e e s a e rraaeaaaaan 18

3 REVISAO DA LITERATURA ...ttt 19
3.1 FERMENTAQAO DE CACAU 19
3.2 MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NA FERMENTACAO DE CACAU 22
3.3 INFLUENCIA DOS FATORES CLIMATICOS NA QUALIDADE DO CACAU 29
3.4 VARIAVEIS DA PRODUCAO DE CACAU 30
3.5 IMPORTANCIA ECONOMICA E INDICACAO GEOGRAFICA 31
3.6 INDICE DE QUALIDADE DO CACAU (COCOA QUALITY INDEX) 33
3.7 PERFIL AROMATICO DAS SEMENTES E AMENDOAS DE CACAU 34
3.8 COMPOSTOS FENOLICOS E METILXANTINAS DAS SEMENTES DE CACAU 38

A MATERIAL E METODOS ..ottt ettt en sttt 44
4.1 FERMENTACAO DAS SEMENTES DE CACAU 44
4.2 AMOSTRAGEM 44
4.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS 44
4.4.1 Compostos fenolicos totais 45
4.4.2 Perfil de compostos fendlicos e metilxantinas 45
4.4.4 Metais pesados: bario, cadmio, chumbo e cobre 46
4.5 Extracao dos compostos volateis das sementes de cacau fermentadas 46
4.6 Identificagdo dos compostos volateis por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM) 46
4.7 ANALISE ESTATISTICA 47

5 RESULTADOS E DISCUSSAO ........ooooiiiieieeeeeeeeeee ettt 47
5.1 TEMPERATURA AMBIENTE, UMIDADE DO AR E TEMPERATURA DA MASSA DE
FERMENTACAO DE CACAU 47
5.2 pH E ACIDEZ TOTAL TITULAVEL 51
5.2.1 Anélise do componente principal (ACP) da temperatura da massa de fermentacéo, pH e
acidez total titulavel 55
5.3 CARACTERIZACAO FISICA E QUIMICA DO CACAU AMAZONICO EM OUTUBRO E
EM FEVEREIRO 58

5.4 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS 59



Xl

5.5 PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS 62
5.6 PERFIL DE METILXANTINAS 64
5.7 METAIS PESADOS 65
5.8 COMPOSTOS VOLATEIS DAS SEMENTES DE CACAU DURANTE A FERMENTACAO
66
5.8.1 Anélise do componente principal (ACP) dos compostos volateis majoritarios 73
B CONCLUSOES ..ottt 77
REFERENCIAS DA LITERATURA ...ttt ettt 78

ANEXO | 96



13

RESUMO

O cacau é um dos alimentos mais conhecidos no mundo e seus atributos sensoriais e
caracteristicas fisico-quimicas definem qual subproduto sera fabricado a partir dele e qual o seu
valor de mercado. A Amazonia apresenta grande potencial para producao de cacau fino e com
reconhecimento no mercado, devido sua importante biodiversidade e percepcdo de qualidade
aliada aos produtos provenientes desta regido. A complexa composigéo do cacau fermentado e
seco ird depender de varios fatores, como gendtipo do fruto, condi¢cbes ambientais e estresse
abidtico em que o cacaueiro cresce, composicao quimica do solo e os tratamentos no poés-
colheita, sendo a fermentagdo a etapa primordial para obtencdo de améndoas de qualidade. E
durante a fermentacgdo que varios grupos de microrganismos, como leveduras e bactérias laticas
e acéticas, atuam gerando reacGes bioquimicas que modificam o interior das sementes de cacau.
Neste estudo foi verificado que a temporada do ano em que o cacau é fermentado influéncia na
composi¢do quimica e perfil de volateis de suas améndoas fermentadas. A temperatura da massa
fermentativa, pH e acidez das sementes sofreram influéncia da temporada do ano. O pH e a
acidez das sementes de cacau tambem sofreram influéncia de acordo com a temporada do ano
pois variaram no decorrer dos dias de fermentacdo. A analise componente principal mostrou
que os tempos 0 h e 24 h sdo os que mais recebem influéncia do periodo do ano, devido sua
maior variacdo. N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas (p>0,05) na
composicdo centesimal do cacau fermentado em ambas temporadas. Os compostos fenolicos
totais e 0s majoritarios do cacau (catequina e epicatequina) reduziram ao longo da fermentacao
e sofreram influéncia do periodo do ano, com énfase na epicatequina que apresentou diferenca
estatistica significativa (p<0,05) nas améndoas fermentadas secas. Assim como 0S compostos
fendlicos, as metilxantinas também decairam ao longo da fermentacdo, porem ndo houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os periodos do ano. O perfil de compostos
volateis majoritarios presentes na fermentacao e secagem do cacau apresentou diferencas entre
as temporadas do ano, e tal informacgéo pode ser usada pelos produtores na rotulagem de seus
produtos para informar a percepcdo sensorial dos volateis presentes identificados neste
trabalho. Foram encontrados compostos volateis presentes em cacau fino, como 2-nonanone e
fenilacetaldeido, e isso indica uma potencial utilizacdo do cacau da Amaz6nia para producéao
de chocolates finos.

Palavras-chave: cacau, aroma, compostos fendlicos, temporada do ano.
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ABSTRACT

Cocoa is one of the most well-known foods in the world and its sensory attributes and
physicochemical characteristics define which by-product will be manufactured from it and what
its market value. The Amazon has great potential for production of fine and recognized cocoa
in the market, due to its important biodiversity and perception of quality allied to the products
coming from this region. The complex composition of the fermented and dry cacao will depend
on several factors, such as fruit genotype, environmental conditions and abiotic stress in which
the cacao tree grows, soil chemical composition and post-harvest treatments, being the
fermentation the primordial stage for obtaining of quality almonds. It is during the fermentation
that several groups of microorganisms, like yeasts and lactic and lactic bacteria, act generating
biochemical reactions that modify the interior of the cacao seeds. In this study it was verified
that the season of the year in which the cocoa is fermented influenced the chemical composition
and volatile profile of its fermented almonds. The temperature of the fermentative mass, pH
and acidity of the seeds were influenced by the season of the year. The pH and acidity of cocoa
beans were also influenced according to the season of the year because they varied during the
fermentation days. The principal component analysis showed that the times 0 h and 24 h are the
ones that receive the most influence of the period of the year, due to their greater variation. No
significant statistical differences (p>0,05) were observed in the centesimal composition of the
fermented cocoa in both seasons. The total phenolic compounds and the majority of cocoa
(catechin and epicatechin) decreased throughout the fermentation and were influenced by the
period of the year, with an emphasis on epicatechin, which presented a significant statistical
difference (p<0.05) in dry fermented almonds. Like phenolic compounds, methylxanthines also
decayed throughout the fermentation, but there was no significant statistical difference (p>0.05)
between the periods of the year. The profile of volatile compounds present in cocoa
fermentation and drying showed differences between the seasons of the year, and this
information can be used by producers in the labeling of their products to inform the sensory
perception of the present volatiles identified in this work. Volatile compounds were found in
fine cocoa, such as 2-nonanone and phenylacetaldehyde, and this indicates a potential use of
Amazonian cocoa for the production of fine chocolates.

Key words: cocoa, aroma, phenolic compounds, season of the year
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1 INTRODUCAO

Entender como fatores ambientais influenciam na qualidade das sementes de cacau
fermentadas na regido amazobnica é de extrema importancia para que se possa melhorar a
qualidade das améndoas utilizadas na fabricacdo de chocolate, tornando o produto mais
competitivo no mercado, além de valorizar sua reputagdo e sua qualidade para que no futuro
seja possivel rastrear os produtos a base de cacau da Amazbnia a partir da sua Indicacéo
Geografica.

E importante destacar que o clima na regido amazonica funciona de forma diferente, as
quatros estacdes do ano na verdade, se dividem em periodos menos chuvosos e periodos mais
chuvosos. O periodo menos chuvoso se concentra nos meses de junho até novembro, enquanto

que os periodos mais chuvosos de meados de dezembro até meados de maio.

Apesar da Amazonia se destacar pela sua grande diversidade de flora, alguns produtos
apresentam baixa qualidade devido a préaticas inadequadas no pds-colheita. E o que acontece
com a cacauicultura, devido a falta de qualidade e homogeneidade das améndoas de cacau
fermentadas na Amazonia, faz com que o produto perca valor e seja depreciado no mercado,
dificultando o desenvolvimento local e o potencial de polos industriais associadas a esta cultura
(SALTINI et al., 2013).

Por ser um processo espontaneo e natural e realizado em condi¢cdes que dificultam a
implementacao de técnicas de padronizacao, a industria de chocolate deve concentrar esforcos
para melhorar a qualidade do cacau, otimizar os protocolos de fermentacdo e treinar 0s
agricultores com praticas adequadas de fermentacdo. Além disso, é indispensavel o
entendimento dos fatores ambientais externos para que no futuro se possa adequar processos
garantindo cacau de qualidade durante todo o ano, independente da temporada de colheita de
cacau. Deste modo, a fermentacdo de cacau cumpre um papel significativo na determinacdo da
composicao e sabor do chocolate e de outros produtos a base de cacau, e, portanto, esta na base
de todo o processo de fabricacdo de chocolate.

A floresta Amazodnica € a floresta mais extensa do mundo e a que apresenta 0 maior
reservatorio de espécies vegetais e animais, abrigando cerca de um quarto de todas as espécies
existentes. Uma das espécies vegetais de grande importancia da Amazonia é o cacau, visto que
suas sementes sdo utilizadas como matéria-prima para a producdo do chocolate, um dos
alimentos mais consumidos no mundo (SCHWAN e WHEALS, 2004). O Theobroma cacao L.,

arvore frutifera do cacau, prospera melhor em climas tropicais encontrados na Africa do Sul,
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Asia, América Central e América do Sul e apresenta importancia social, econdmica e ambiental
para a regido amazénica (FRANZEN e MULDER, 2007).

Por se tratar de uma cultura permanente, com duracdo média de trinta anos, a
cacauicultura induz a fixagdo do homem na terra, diminuindo o éxodo rural, a valorizagéo do
produto local e de geracdo de oportunidades de negocios. Além disso, € uma das poucas
commodities do mundo que pratica o Fairtrade (comércio justo), possibilitando parcerias
comerciais de longo prazo diretamente com o0s agricultores, gerando assim, um
desenvolvimento sustentdvel (FOWLER e COUTEL, 2009). Outra vantagem que esta cultura
apresenta é ndo necessitar de desmatamento para a introdugdo de cacaueiros, visto que as
arvores precisam de sombreamento de outras arvores para o seu bom desenvolvimento, sendo
favoréavel ao sequestro de carbono e diminuindo, desta forma, o impacto ambiental.

Sua origem, ao que indicam alguns estudos, se da na regido amazobnica sendo a sua
cultura expandida para demais localidades do continente americano e africano. O nome do fruto
é de origem dos povos Astecas e Maias que preparavam o chocolate como uma bebida
aromatica obtida atraves das sementes secas do cacau (FOWLER e COUTEL, 2009).

A producéo dos precursores de sabor de chocolate, que ocorre dentro das sementes de
cacau, é o resultado de mudancas bioquimicas durante a fermentacdo e secagem. O modo de
fermentacdo e o ambiente microbiano durante esses estdgios proporcionam as condicoes
necessarias para que as reagdes bioquimicas complexas ocorram. A populacdo microbiana
espontanea da fermentacdo das sementes de cacau é diversa, ela é formada por diferentes
espécies de leveduras, bactérias do acido latico (Lactic acid bacteria - LAB) e bactérias do
acido acético (Acetic acid bacteria - AAB) (SCHWAN, 1998).

O cacau além de ser apreciado no mundo todo pelo seu sabor, estd ganhando mais
atencdo devido as descobertas dos seus compostos bioativos. Esses compostos, principalmente
0s compostos fendlicos e as metilxantinas apresentam efeitos benéficos a salde humana através
da sua propriedade antioxidante, sendo eficiente no tratamento e prevencdo de doencas
cardiovasculares e inflamatorias, disturbios metabdlicos e cancer, onde o estresse oxidativo é
uma das principais causas (ANDUJAR et al., 2012). Além disso, Lee et al. (2003) provou que
0 cacau apresenta mais compostos bioativos e uma maior capacidade antioxidante do que

produtos reconhecidos por estas propriedades, como chas e vinho tinto.

Devido a grande producéo de cacau no Parad e uma demanda cada vez maior de fornecer
produtos de qualidade tanto sensorial como da sua composi¢ao durante todo o0 ano, este estudo

foi realizado com o objetivo de avaliar os parametros de qualidade do cacau a partir da
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fermentac&o espontanea em um microclima localizado na regido amazonica, no municipio de
Inhangapi-Para, em duas épocas distintas de producgdo agricola do cacau, em outubro e em
fevereiro, para avaliar a influéncia das temporadas do ano no perfil aromético e dos compostos

fendlicos das sementes fermentadas.



18

2 OBJETIVOS
% Geral
= Avaliar o perfil aromatico, de compostos fenolicos, metilxantinas e parametros fisicos e
quimicos de qualidade das améndoas de cacau em diferentes temporadas do ano na
Amazonia.
% Especificos
= Avaliar a influéncia das temporadas do ano sobre o perfil de componentes volateis das
améndoas de cacau.
= Avaliar a influéncia das temporadas do ano no perfil de compostos fendlicos (catequina e
epicatequina) e metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) das améndoas de cacau.
= Avaliar os parametros fisicos e quimicos que compde o Indice de Qualidade do Cacau
(Cocoa Quiality Index): pH, acidez total titulavel, proteinas, lipidios, cinzas, compostos
fendlicos totais, e metais pesados (bario, cadmio, chumbo e cobre) nas diferentes

temporadas do ano.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FERMENTACAO DE CACAU

A fermentacdo de cacau é uma etapa primordial para a obtencdo de améndoas de
qualidade. A fermentacdo espontdnea ocorre através do desenvolvimento natural de
microrganismos presentes no ambiente fermentativo que encontram o meio ideal para
crescimento e desenvolvimento (JAMILI et al., 2016). Para uma fermentacdo adequada, é
preciso que as etapas anteriores (colheita e quebra) tenham sido executadas com eficiéncia
(MARTINS et al., 2011).

Segundo De Vuyst e Weckx (2016), a fermentacdo apresenta varias finalidades: facilita
a remocao da polpa mucilaginosa em torno das sementes de cacau; contribui para formacéo de
cor e sabor caracteristico, pois evita 0 crescimento embrionario e favorece a atividade
enzimatica que ocorre no interior das sementes, possibilitando a expressdao do potencial
genético e enzimatico, além de reduzir o amargor e adstringéncia devido a troca de compostos

através da difusdo entre os cotilédones e o ambiente.

A fermentacéo € iniciada quando o fruto é quebrado apds a colheita, ficando a semente
com a polpa exposta ao meio ambiente sofrendo contato com os microrganismos naturalmente
presentes no meio (PAPALEXADRATOU 201la; NIELSEN et al, 2013;
PAPALEXADRATOU e NIELSEN, 2016).

Na massa fermentativa, 0 espaco entre as sementes de cacau € praticamente ocluido pela
polpa e o teor de oxigénio da massa € baixo. Isto, juntamente com o alto teor de agucar da polpa
e seu baixo pH, favorece o crescimento de leveduras que se multiplicam rapidamente e
produzem grandes quantidades de etanol e dioxido de carbono. Ao mesmo tempo, as bactérias
laticas metabolizam o &cido citrico presente na polpa em &cido latico, gerando um aumento do
pH do meio. No final do primeiro dia, a polpa é perdida pela drenagem, aumentando
discretamente a oxigenacdo e gera condi¢cdes favoraveis para o desenvolvimento de bactérias
acéticas (FORSYTH e QUESNEL, 1963).

As leveduras iniciam a fermentacdo alcollica através da utilizacdo dos agUcares
presentes na polpa, gerando etanol, que juntamente com o acido acético produzido pelas
bactérias acéticas por meio da oxidacdo do etanol, penetram as sementes de cacau para
promover a morte do embrido, além de desencadear o aumento da temperatura da massa de
fermentacdo para 45-50 °C (HO et al., 2014).
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Apobs a morte do embrido, os compostos fendlicos presentes nas améndoas entram em
contato com enzimas como a polifenoloxidase e glicosidases, sofrendo reacGes de oxidacéo,
complexacgdes com proteinas, formacdo de compostos denominados quinonas, que por sua vez
sofrem condensacdo covalente com 0s grupos reativos de aminoacidos, peptideos, proteinas e
fibras. (FORSYTH e QUESNEL, 1963). Assim, durante a etapa de fermentacdo os compostos
fendlicos totais reduzem cerca de 70% e o teor de flavonois reduz cerca de 90% (EFRAIM,
2004).

O declinio no numero de bactérias do &cido acético coincide com o aumento de
temperatura acima de 40 °C, visto que apenas uma pequena parcela dessas bactérias sobrevive
em condicBes extremas de temperaturas. Apesar deste declinio, a temperatura da massa
permanece entre 45-50 °C por mais quatro dias (FORSYTH e QUESNEL, 1963).

Algumas espécies de leveduras também sdo responsaveis pela degradacédo da pectina
da polpa, facilitando a aeragdo do meio e consequentemente o crescimento de bactérias do acido
acetico. A funcdo das bactérias do acido latico na fermentacdo do cacau ainda ndo esta
completamente elucidada. Sua fermentacdo de agUcares para produzir &cido latico pode
prejudicar a qualidade das améndoas devido ao aumento da acidez do meio. Porém, acredita-se
que a producéo deste acido e o potencial para utilizar o &cido citrico da polpa podem colaborar
para o equilibrio do pH durante o processo fermentativo. O pH interno das améndoas de cacau
antes da fermentacdo, cerca de 7,0, deve diminuir entre pH 5,0 e 5,5 para possibilitar uma boa
atividade das proteases endogenas, que irdo propiciar a formacéo das caracteristicas sensoriais
de sabor de chocolate (BIEHL et al. 1985, HANSEN et al., 1998, HO et al., 2014).

Beckett (2011) considera o processo fermentativo de cacau em trés fases: fase
anaerdbica: nas primeiras 24-36h de fermentacao ha leveduras convertendo o agucar em alcool
em condi¢Oes anaerdbicas e com pH inferior a 4; fase microaerobica e das bactérias do acido
latico: as bactérias do acido latico estdo presentes desde o inicio da fermentacdo, porém, com a
entrada de ar entre as 48-96 (inicio do processo de revolvimento) horas elas se tornam mais
dominantes; fase aerdbica e das bactérias acéticas: essas bactérias também estdo presentes desde
0 inicio da fermentacdo, porém, somente com o aumento da aeracdo do meio é que elas atuam

de forma mais significativa.

A producéo de etanol é um processo exotérmico, que gera um aumento da temperatura
da massa fermentada, de 25-30 °C (temperatura ambiente) para 35-40 °C durante as primeiras

48h de fermentacédo. Este produto é considerado o agente primario da morte do embrido para
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dar inicio as reacOes que desenvolvem o sabor de chocolate (ROELOFSEN, 1958). Estas
reacOes enzimaticas endogenas e exdgenas diminuem a solubilidade dos polifendis, reduzindo
assim amargor e a adstringéncia, além de contribuir para a cor tipica das sementes fermentadas
(HANSEN; DEL-OLMO; BURRI, 1998; LIMA et al., 2011; BRITO, 2013).

As fermentac6es conduzidas com a presenca da levedura Saccharomyces cerevisiae em
grande quantidade, que sdo espécies altamente fermentativas, sdo propensas a uma maior
concentracdo de etanol (ARDHANA e FLEET, 2003; PAPALEXANDRATOU et al., 2011a,
SCHWAN, 1998).

Os produtos secundarios do metabolismo de leveduras, como acido organico, aldeidos,
cetonas, alcoois superiores e ésteres e a producao da glicosidases, provavelmente exercem papel
importante na qualidade das améndoas de cacau fermentados (ARDHANA e FLEET, 2003).

A compartimentalizagdo no interior dos cotiledones ¢ um dos indicadores de uma
fermentacdo e secagem bem-sucedidas, pois indica que as rea¢Ges bioquimicas importantes
aconteceram, como a ruptura das membranas celulares e o contato com substancias que antes
encontravam-se separadas (BRASIL, 2008; EFRAIM, 2010).

O tempo necessario para a fermentacdo das sementes de cacau varia de acordo com o
material genético do fruto. As sementes Forastero, predominante em todo o mundo, devem ser
fermentadas por mais de cinco dias para que ocorram as principais reacdes que formam o0s
precursores de sabor do chocolate (BECKETT, 1994).

Durante a fermentacdo, alguns fatores como temperatura e condigdes ambientais sdo
responsaveis pelo declinio no nimero e tipo de leveduras atuantes durante o processo
fermentativo (JAMILI et al., 2016). Por isso, as sementes de cacau devem ser fermentadas em
locais cobertos, protegidos dos ventos, afastados das paredes e do piso para proporcionar uma
temperatura constante durante a fermentacdo. Os cochos devem ser de madeira, com dimens6es
de acordo com a capacidade produtiva e com, no minimo, duas divisorias para facilitar o
revolvimento da massa de cacau (MARTINS et al., 2011). A prética de revolvimentos durante
toda a fermentacdo € uma forma de controlar a elevacdo de temperatura e niveis de acidos,
fatores diretamente relacionados com a atividade enzimatica que ird desenvolver precursores
sensoriais do chocolate (SCHWAN et al., 1990).

Arana-Sanchez et al. (2015) afirmam que além dos fatores como matéria-prima, carga

microbiana, métodos de fermentacdo e duracdo do processo, a qualidade do cacau é



22

influenciada também pelo momento em que o agricultor decide encerrar a etapa de fermentacé&o.
Leal et al. (2008) sugerem que a aeracdo no inicio da fermentacdo foi mais importante para
melhorar a qualidade das améndoas de cacau do que a populagdo de microrganismos presente.

O sabor e aroma caracteristico do chocolate dependem de uma série de fatores, alguns
sdo intrinsecos do cacau, outros sdo gerados a partir do metabolismo das espécies de
microrganismos atuantes nesta fermentacgdo, alguns causados ap6s a morte do embrido, porém
a maioria dos atributos sensoriais do produto final advém da reacdo de Maillard, reacdo quimica
que acontece entre amino&cidos e agucares redutores da améndoa, ocorrendo na etapa de

torracdo, subsequente a fermentacéo e secagem das améndoas de cacau (HO et al., 2014).

Os acucares presentes na polpa mucilaginosa fornecem substratos para a fermentacéo
microbiana e os encontrados em maior quantidade sdo frutose (aproximadamente 70 mg/g) e

glicose (aproximadamente 50 mg/g) (HO et al., 2014).

Quando a massa de cacau ndo estiver mais apresentando aromas caracteristicos, as
améndoas apresentarem uma cor acinzentada e temperatura ndo superior a 40 °C (normalmente
no quinto ou sexto dia de fermentacao) € um indicativo de que as améndoas devem ser retiradas
do cocho de fermentacéo, para evitar a sobrefermentacdo (putrefacdo das améndoas). Esta etapa
pode ser verificada através do corte longitudinal das améndoas. Aquelas que apresentarem uma
cor ligeiramente marrom, com um anel de contorno de cor marrom escuro, com a formacao de

sulcos, é indicador de que a massa foi bem fermentada (MARTINS et al., 2011).

A secagem ¢ a etapa subsequente a fermentacéo e tem como objetivo reduzir a umidade
das améndoas, para que se tornem estaveis ao armazenamento. Nesta etapa observa-se a
continuidade das reacdes de oxidacdo que foram iniciadas na fermentacdo, reduzindo o
amargor, acidez e adstringéncia das améndoas de cacau, além de favorecer o escurecimento
interno, colaborando com a formacdo dos precursores de sabor desejaveis de chocolate
(BECKETT, 1994).

3.2 MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NA FERMENTACAO DE CACAU

As leveduras sdo microrganismos unicelulares eucariontes que apresentam grande
diversidade fisioldgica, podendo crescer e se desenvolver em diferentes habitats. Esta
diversidade foi explorada e desenvolvida para obtencdo de uma gama de produtos alimenticios,

aléem de produzir varios metabdlitos industriais e ser utilizada em muitos processos
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biotecnoldgicos séo frequentemente encontradas em alimentos manufaturados que apresentam
gorduras ou grandes quantidade de agucares (JACQUES e CASAREGOLA, 2008).

Em decorréncia da sua capacidade de fermentar agUcares para a producao de etanol e
dioxido de carbono, as leveduras sdo reconhecidas devido ao seu importante papel na fabricacéo
de alimentos e bebidas. S&o utilizadas ha milénios para producdo de vinho, cidra, cerveja, pao
e produtos lacteos. A espécie mais conhecida e empregada pela inddstria de alimentos é a
Saccharomyces cerevisiae, sendo 0 primeiro microrganismo eucarioto a ter seu genoma
completamente sequenciado em 1996, e possivelmente o organismo mais documentado
(JACQUES e CASAREGOLA, 2008).

A variagdo da populagdo de microrganismos entre diferentes processos fermentativos e
a sua importancia no beneficiamento das améndoas de cacau é clara. As mudangas nas
populacdes de leveduras afetam de varias maneiras a qualidade do produto final. Como por
exemplo, as leveduras pectinoliticas exercem um impacto no tempo de fermentacdo,
consumindo em mais ou menos tempo a polpa mucilaginosa, ja que as populagdes de leveduras
produtoras de etanol podem interferir com a producéo de &cido acético por bactérias. Entéo,
essas variaces populacionais sdo responsaveis pela producdo de compostos aromaticos que
podem permanecer no produto final, interferindo diretamente no aroma e sabor do chocolate
(ARANA-SANCHEZ et al., 2015).

O conhecimento das comunidades de microrganismos que afetam o0s parametros
quimicos da fermentacao de cacau é de suma importancia para melhorar a gestdo do cacau e do
processo produtivo de chocolate (BATISTA et al., 2016). Estudos realizados por Ho et al.
(2014) concluiram que a atividade das leveduras no processo fermentativo de cacau é essencial
para o desenvolvimento de precursores do sabor do chocolate e que estes microrganismos

apresentam diversas funcdes e efeitos, apresentados na Tabela 1 a seguir:
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Tabela 1. FungOes e efeitos de leveduras na fermentagdo do cacau.

Propriedade funcional

Efeito na fermentagdo do cacau

Producéo de etanol

Contribui para desorganizacao celular e morte do embrido,
inicia reacGes bioquimicas dentro da semente, levando a
formac&o de precursores de sabor de chocolate, determina a
sucessao microbiana ao longo da fermentacao, restringe o
crescimento de bolores e produz substrato para o crescimento

de bactérias do acido acético

Producdo de diéxido de

carbono

Favorece o crescimento de bactérias do &cido latico criando um
ambiente microaerdbico na massa fermentativa e restringe o

crescimento de bolores

Producéo de volateis
(alcoois superiores,
ésteres, aldeidos,

cetonas)

Fornece precursores exclusivos que se difundem no interior da
semente de cacau para desenvolvimento de sabor no

processamento subsequente

Producéo de enzimas

pectinoliticas

Degrada a pectina na polpa de cacau, causando a liquefacdo e a
drenagem da polpa para estimular o crescimento de bactérias do

acido acético e facilitar a secagem eficiente das améndoas

Consumo e produgéo de

acidos organicos

Contribui para uma modulacéo do pH da polpa e da semente
que afeta a ecologia da fermentacéo e atividade enzimatica na

semente de cacau

Producéo de produtos de
degradacéo de proteinas
celulares, cidos
nucléicos e lipidios pela
autolise de células de

levedura

Contribui para o crescimento de bactérias do acido latico e
acetico e atuacdo nas reacoes de Maillard pela producéo de

aminoacidos

Fonte: De Vuyst et al. (2010).

De acordo com identificacdo populacional microbiana da fermentacdo de cacau,

algumas espécies sdo geralmente encontradas em varios paises produtores. Dentre as leveduras,

as espécies Hanseniaspora guilliermondii e Hanseniaspora opuntiae normalmente estdo

presentes nos estagios iniciais da fermentacdo, em seguida ha predominancia de Saccharomyces

cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia membranifaciens, Pichia kudriavzevii e Candida
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spp. (ARDHANA e FLEET, 2003; DANIEL et al., 2009; GALVEZ et al., 2007; JESPERSEN
et al., 2005; NIELSEN et al., 2005; HO et al., 2014).

No inicio da fermentacdo encontram-se espécies de leveduras de rapida fermentacao de
glicose, como Hanseniaspora spp. Em um segundo momento da fermentacdo encontram-se
espécies mais resistentes a eventos proporcionadores de stress fermentativo, principalmente as
dos géneros Saccharomyces spp. e Pichia spp. A composicdo exata de espécies varia
expressivamente de acordo com fatores edafoclimaticos (NIELSEN et al., 2005; NIELSEN et
al., 2007; DANIEL et al., 2009; MEERSMAN et al., 2013, MEERSMAN et al., 2015).

De Melo Pereira et al. (2013) estabeleceram que o intervalo ideal de temperatura
geralmente encontrado para o crescimento de leveduras é de 25 °C a 35 °C. Ardhana e Fleet
(2003) tambem verificaram que apenas algumas leveduras sdo capazes de sobreviver em

temperaturas acima de 40 °C, sendo elas Saccharomyces cerevisiae e Candida tropicalis.

Segundo Ho et al. (2014) algumas espécies de leveduras como H. guilliermondii, P.
kudriavzevii, S. cerevisiae e K. marxianus sdo constantemente encontradas nas fermentacdes de
cacau em todo o mundo. Alguns microrganismos como Pichia kudriavzevii, Candida tropicalis,
Hanseniaspora opuntiae e Saccharomyces cerevisiae sao as espécies de leveduras de maior
ocorréncia nas fermentacdes de cacau, com destaque para a Saccharomyces cerevisiae que €
encontrada com maior frequéncia, independente do pais produtor. Segundo Sampaio e
Goncalves (2008) as leveduras do género Saccharomyces, especialmente a Saccharomyces
cerevisiae, sdo utilizadas no mundo todo como agentes fermentativos para diversas finalidades,
como producdo de vinhos, cervejas, queijos e pdes. Apesar de alguns estudos terem sido
conduzidos no Brasil, nenhum foi realizado na Amazénia brasileira, floresta que abriga a maior
biodiversidade do mundo (DIRZO e RAVEN, 2003).

Apos a atuacdo das leveduras, as bactérias laticas tornam-se mais dominantes na
fermentacao, atraves da metabolizacdo dos agUcares remanescentes, evidenciando a degradacéo
da polpa e originando, entre outros metabdlicos, o acido latico que ird propiciar condicGes de
pH e aeracdo favoraveis para o crescimento de bactérias acéticas (SCHWAN e WHEALS,
2004; KOSTINEK et al., 2008).

Das bactérias do acido latico, sdo relatadas com mais frequéncia Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus fermentum, e também Pediococcus e Leuconostoc séo relatadas
(CAMU et al., 2008, KOSTINEK et al., 2008; NIELSEN et al., 2007; HO et al., 2014). As
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espécies Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum e Leuconostoc sdo descritas como
metabolizadoras de agucares e &cido citrico para a producéo de &cido latico, &cido acético e
etanol (SALMINEN e VON WRIGHT, 2004; MEERSMAN, 2013).

Estudos sugerem que a razdo pela qual Lactobacillus fermentum é dominante na
fermentacdo do cacau é devido a sua grande tolerdncia a presenca de acidos, etanol e
temperaturas elevadas, além da sua capacidade de metabolizagdo do acido citrico, presente em
grandes quantidades na polpa mucilaginosa (CAMU et al., 2007, 2008; NIELSEN et al., 2007;
PAPALEXANDRATOU et al, (2011a); PAPALEXANDRATOU et al., (2011b);
PAPALEXANDRATOU et al., (2011c); MEERSMAN et al., 2013).

No Brasil, Papalexandratou et al. (2011c) obtiveram através da fermentacdo do cacau
ocorrida na Bahia as espécies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus durianis, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus mali, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus pseudomesenteroides,
Pediococcus acidilactici e Bacillus subtilis. Camu et al. (2007) em Gana encontraram as
espécies laticas Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc
pseudomesenteroides, Enterococcus casseliflavus e Weissella sp., onde a fermentacéo ocorreu
em duas fazendas, utilizando o método tipico na regido (fermentacdo em montes) sem utilizacéo
da técnica de revolvimento. O processo fermentativo durou seis dias em ambas fazendas. As
espécies Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum foram dominantes durante toda a
fermentacdo por serem adaptaveis as condicdes da fermentacdo e desempenharam papel
importante neste processo. A especie Leuconostoc pseudomesenteroides, normalmente é

encontrada durante as primeiras sessenta horas de fermentacdo (CAMU et al., 2007).

De Vuyst et al. (2010) reuniram as funcdes das bactérias do acido latico na fermentacédo

do cacau e o seu efeito, apresentados na Tabela 2 a seguir:
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Tabela 2. Funcgoes e efeitos de bactérias do &cido latico na fermentacdo do cacau

Propriedade funcional Efeito na fermentagéo do cacau

Acelera o processo de fermentagdo em condicdes de baixo pH,
L aumenta o pH, controlando desta forma o crescimento

Consumo de &cido citrico ] . 3 . _
bacteriano, auxilia a produgédo de metabolitos do piruvato e

estimula conversdes de aminoacidos

Regula o pH, controla a contaminag¢&o microbiana do
Producdo de acido latico | ambiente fermentativo e estimula o crescimento de bactérias
do &cido acético

Favorece a producdo de acido acético a partir de frutose e

Producédo de manitol ) ) o . o
estimula o crescimento de bactérias do acido acético

Producéo de precursores
de sabor (acetato,
catabolitos de piruvato e Desenvolve de cor e sabor caracteristico de cacau
produtos de conversédo de

aminoacidos)

Condicdes adequadas Forma precursores de sabor e desenvolvimento de cor e sabor

para protedlise dentro das sementes

Fonte: De Vuyst et al. (2010).
As espécies de bactérias que dominam o final da fermentacéo sdo as bactérias acéticas,

gue encontram um ambiente favoravel para desenvolvimento pela presenca do alcool resultante
de reacBes anteriores. S30 responsaveis por oxidar o etanol a acido acético (FERRAO, 2008).
Esta € uma reacdo fortemente exotérmica, responsavel pelo aumento da temperatura da massa
fermentativa, que pode chegar a valores acima de 50 °C (BECKETT, 2009). A espécie
Acetobacter pasteurianus é a espécie das bactérias do &cido acético de maior importancia,
seguida das espécies Gluconobacter oxydans, Acetobacter tropicalis, Acetobacter lovaniensis
e Acetobacter syzygii (ARDHANA e FLEET, 2003; CAMU et al., 2007; LEFEBER et al., 2011,
NIELSEN et al., 2007).

As bactérias acéticas estdo associadas aos estagios intermediarios e finais da
fermentacao quando ha drenagem da polpa mucilaginosa, que ira causar maior aeracdo ao meio
fermentativo e consequentemente, maior disponibilidade de oxigénio (HO, 2014). Schwan e
Wheals (2004) ratificam que as bactérias acéticas desempenham um papel critico na

fermentacdo e contribuem para o desenvolvimento de cacau de qualidade.
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Moens et al. (2014) descreve a espécie Acetobacter pasteurianus sendo comumente
presente na fermentacdo de cacau espontanea e com atividade propicia para rapida oxidacao de
etanol e acido latico presentes no ambiente fermentativo de sementes de cacau. Segundo
Bartowsky (2008) e Gullo e Giudici (2008) a espécie Acetobacter pasteurians apresenta
temperatura e pH 6timos de crescimento entre 40-45° C e 5-6, respectivamente.

A bactéria Acetobacter ghanaensis é capaz de oxidar o etanol em &cido acético e
prolifera-se em ambientes estritamente aerdbicos (CLEENWERCK et al., 2007) e a
Acetobacter senegalensis que também se prolifera em ambientes aerdbicos e é capaz de oxidar
etanol (NDOYE et al., 2007). Almeida (2019) realizou um estudo na Amazonia brasileira e
encontrou as espécies de bactérias Acetobacter aceti e Acetobacter pasteurians. A fermentacao
espontanea foi conduzida no estado do Para em caixas de madeira por sete dias e com
revolvimentos diarios. Estudos de Sandhya et al. (2016) sugerem que a espécie Acetobacter
aceti pode ser utilizada para acelerar o processo fermentativo do cacau.

A Tabela 3 abaixo apresenta as funcbes das bactérias do acido acético na fermentacéo

do cacau e o seu efeito:

Tabela 3. FuncGes e efeitos de bactérias do acido acético na fermentacdo do cacau

Propriedade funcional Efeito na fermentacéo do cacau

Utilizacdo de acUcares e acidos | Produz compostos (aldeidos, cetonas e outros volateis)

da polpa que podem influenciar o sabor de chocolate

Contribui para a morte do embrido e o rompimento da
integridade celular, contribui para a acidez da améndoa,
Oxidacéo de etanol em acido diminui o pH da semente que estimula reac6es

acetico bioguimicas endégenas que impactam na formacéo de
precursores de sabor e controla o crescimento microbiano

durante a fermentacdo e secagem

Contribui para a morte do embrido e hidrolise de
Aumento da temperatura do proteinas e desencadeia rea¢6es bioquimicas enddgenas
ambiente fermentativo dentro da semente do cacau que impactam na formacéo

de precursores de sabor

Fonte: De Vuyst et al. (2010).
A fermentacdo do cacau também conta com a participacdo de fungos filamentosos,

porém, seu efeito ainda ndo e totalmente compreendido. A presenca de fungos filamentosos nas
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améndoas de cacau é motivo de preocupacdo de seguranca alimentar, devido a producdo de
micotoxinas a partir de alguns destes microrganismos (ROELOFSEN, 1958). Estudos
realizados por Mounjouenpou et al. (2008) em Camardes detectaram em cacau niveis elevados
de ocratoxina (OTA), metabdlito secundario téxico produzido por diversas espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium. Além disso, estes fungos filamentosos influenciam a
qualidade da fermentacdo do cacau, pois apresentam acles pectinoliticas, amiloliticas,
proteoliticas e lipoliticas que contribuem para a acidez indesejada das améndoas fermentadas e
sabores estranhos e ndo caracteristicos de cacau (ARDHANA e FLEET, 2003).
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Figura 1: Estrutura Ocratoxina. Fonte: Mounjouenpou et al. (2008)

3.3 INFLUENCIA DOS FATORES CLIMATICOS NA QUALIDADE DO CACAU

Diferentes variedades do fruto apresentam caracteristicas e potenciais de sabor
exclusivos, porém as condicdes de crescimento do cacaueiro como o clima, quantidade e tempo
de sol e chuva, condic@es de solo, amadurecimento, metodo de fermentagéo, tempo de colheita
e 0 tempo entre a colheita e a fermentacdo das améndoas de cacau também contribuem
fortemente para variacdes nas caracteristicas e formacao do sabor final, por isso que condi¢fes
diferentes podem resultar em diferencas significativas de uma mesma variedade de cacau
(AFOAKWA et al., 2008).

O cacaueiro se desenvolve preferencialmente em areas com altas precipitacées (faixa de
entre 1500 e 2500 mm) ao longo do ano, sendo necessaria irrigacdo caso apresente estacdes de
seca superior a trés meses com chuvas de menos de 100 mm. Esta arvore apresenta também
preferéncia por altas umidades, entre 70-80% durante o dia e até 100% durante a noite. As
exigéncias quanto a temperatura ambiente é de no minimo médio mensal de 18 °C e no maximo
médio mensal de 32 °C. O minimo absoluto é de cerca de 10 °C. Os requisitos quanto ao solo
é de que ele seja profundo, de preferéncia 1,5m ou mais, com boa drenagem e um pH neutro
para acido (intervalo 5-7,5) (BECKETT, 2011). O cacau da variedade Criollo, cultivado na

Venezuela apresenta sabor frutado e de noz. No Equador essa variedade apresenta caracteristica
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sensorial acida, aspera e de pouco sabor de cacau, enquanto que no Congo exibe sabor intenso
de cacau e &cido. Ja a variedade Forastero na Venezuela exprime caracteristicas frutadas, de
passas e de caramelo. Em Gana o cacau Forastero apresenta sabor forte de cacau e notas
frutadas, a0 mesmo tempo que esta variedade na Malasia apresenta perfil acido e amargo
(AFOAKWA et al., 2008). De acordo com Afoakwa et al. (2008), as condicGes climaticas e do
solo sdo dois fatores que influenciam diretamente os constituintes das sementes de cacau, sendo
que somente as condi¢des do clima influenciam na etapa de colheita.

A temperatura ambiente em dias chuvosos influenciou na temperatura de fermentacao
no estudo de Camu et al. (2007), havendo uma reducédo discreta entre 1 a 4 °C no cocho de
fermentagdo. Em paises de clima tropical, como no oeste africano, temperaturas ambientes entre
25-35 °C permitem o desenvolvimento de bactérias do acido latico em fermentacdo natural
(NOUT e SARKAR, 1999). A importancia da adaptacdo a temperatura por leveduras foi
estudada por Sampaio e Gongalves (2008), que verificaram que Saccharomyces kudriavzevii e

Saccharomyces uvarum apresentam temperaturas maximas de crescimento de 32-42°C.

Explorar a capacidade dos organismos a se adaptarem em seu habitat é de extrema
importancia para que se possa determinar o efeito das mudancas climaticas. Leducq et al. (2014)
em estudo com leveduras sugeriram que as mudancas climaticas podem levar a adaptacdo da

populacdo microbiana, sendo entdo essas mudancas fatores determinantes.

E dificil fazer uma ligac&o direta entre as mudancas climéticas e os impactos que podem
gerar em sistemas bioldgicos, porém, tém sido crescentes os estudos evidenciando esta ligacao,
sugerindo que os eventos climaticos afetam diretamente espécies vivas, através de respostas
fisiologicas individuais diferentes a diferentes climas (EASTERLING et al., 2000).

Estudos realizados por Ofori-Boateng e Insah (2014) na Africa Ocidental indicam que
as duas variaveis mais importantes que determinam a mudanca climatica sdo a temperatura e
precipitacdo e que o aumento da temperatura e a diminuicao da precipitacdo que vem ocorrendo,
pode causar danos para a producdo de cacau no futuro. Por isso faz-se necessario o
entendimento desses fatores e como irdo impactar na qualidade das améndoas de cacau

fermentadas.

3.4 VARIAVEIS DA PRODUCAO DE CACAU

O beneficiamento do cacau apresenta como objetivo o fornecimento de améndoas de
excelente qualidade, com teor de umidade no maximo 8%, livre de agentes contaminantes

fisicos, quimicos e bioldgicos, com boa apresentacdo externa e aroma natural de cacau.
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Apresenta cinco etapas, sendo elas: colheita, quebra, fermentacdo, secagem e armazenamento,
que quando realizadas corretamente resultam em excelente qualidade, com eliminacdo de
perdas e reducdo de custos (MARTINS et al., 2011).

Muitas variaveis influenciam na qualidade das sementes de cacau fermentadas, como:
1) agricultura: sofrendo interferéncia do cultivar, safra e pais de origem; I1) armazenamento das
sementes: dependendo da duracéo e da temperatura deste armazenamento; 111) fermentacéo: o
meétodo, a duracdo, os revolvimentos e a microflora influenciam diretamente nesta etapa; 1V)
secagem: sofrendo interferéncia do método, duracdo e temperaturas utilizadas na secagem; V)
transporte: sendo a duracdo e as condicfes do transporte as variaveis refletidas nas
caracteristicas do produto final (SALTINI et al., 2013).

Para Afoakwa (2016) o manejo do cacaueiro também é responsavel por gerar variaveis
na producéo e se feitos da maneira correta, irdo assegurar maior produtividade, rentabilidade e
producdo sustentavel. Os cuidados no manejo da cacauicultura englobam: uso ou ndo de
fertilizantes, poda das arvores, reconhecimento ao ataque de pragas e outras doengas, idade das
arvores e rejuvenescimento da plantacdo, qualidade do solo, reconhecimento do fruto maduro
para colheita, métodos de fermentacdo e secagem, além de armazenamento correto das
améndoas fermentadas e secas. Os métodos de fermentacdo variam de regido para regido,
podendo ser realizada em montes ou bandejas, ambas realizadas em Gana e Costa do Marfim;
caixas de fermentacdo, no Brasil e Malésia; cestas, na Costa do Marfim e plataformas, no
Equador (WOOD e LASS, 2008).

Ardhana e Fleet (2013) afirmam que outro fator que dificulta o estudo mais aprofundado
dos eventos que ocorrem durante a fermentacdo € a localizacdo geografica dos produtores de
cacau, Vvisto que a maioria dos agricultores estdo localizados em areas remotas de paises em
desenvolvimento, e possuem poucas instalagbes para analises cientificas, sendo necessario

coletar amostras e leva-las a centros de pesquisas.

3.5 IMPORTANCIA ECONOMICA E INDICACAO GEOGRAFICA

O cacau ocupa a terceira colocacdo no ranking das commodities globais de exportacéo,
ficando atras somente do café e do aclcar, sendo importante comercialmente para diversos
paises (ADJALOO et al., 2012). E uma cultura realizada por pequenos produtores,
trabalhadores e até empregados em fabricas de processamento, fornecendo subsisténcia para
mais de 40 milhdes de pessoas em todo mundo. O cacau é produzido em mais de 7,5 milhGes

de hectares em partes da América Latina, Africa Ocidental e Indonésia (FRANZEN e
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MULDER, 2007; ADJALOO et al., 2012). Ainda que a industria de chocolates seja estimada
com um valor global de cerca de US $ 95 bi (PIPITONE, 2012), seu pds-colheita ainda é um
processo tradicional e descontrolado (DE MELO PEREIRA et al., 2013) conduzido por
espécies de microrganismos naturais e espontaneos (SCHWAN e WHEALS, 2004; LIMA et
al., 2011; HO et al., 2014).

O cacau produzido no Brasil reline as caracteristicas essenciais para adotar uma
estratégia de diferenciacdo e se posicionar estrategicamente no mercado. A Amazodnia brasileira
apresenta cacau de alto padréo de qualidade que poderia estar sendo beneficiada pela producéo
e exportacgdo do fruto, pois atende as exigéncias de industrias internacionais para a producéao de
um 6timo chocolate. (CEPLAC/SUEPA, 2013). E possivel ainda agregar valor as améndoas
fermentadas na Amazonia através do registro de Indicacdo Geografica (IG), o que lhes atribui
reputacdo, valor intrinseco e identidade propria, além de os distinguir em relacdo aos seus
similares disponiveis no mercado. S&o produtos que apresentam uma qualidade Unica em

funcéo de recursos naturais como solo, vegetacao, clima e o saber fazer (MAPA, 2009).

Apesar de o Brasil ser o quinto maior produtor de cacau do mundo e os estados da Bahia
e Para serem os principais responsaveis por essa producéo, € no estado do Espirito Santo a Gnica

indicacdo geogréfica referente a cacau existente no pais (IBGE/INPI, 2017).

Com o sistema de rastreabilidade de produtos a partir da sua origem, as praticas
agricolas poderiam ser padronizadas de acordo com os requisitos qualitativos dos fabricantes
de chocolate, ou informacdes sobre as atividades dos agricultores poderiam ser incluidas no

processo de tomada de decisdo operacional da industria de chocolates (SALTINI, et al., 2013).

Devido a falta de padronizacdo das praticas agricolas nas etapas de pos colheita, 0s
fabricantes de chocolate tém apenas expectativas aproximadas dos parametros qualitativos por
pais de origem. Para evitar a dependéncia de fornecedor ou pais de origem, os fabricantes
misturam diferentes lotes de cacau com o objetivo de uniformizar as matérias-primas e a partir

desta mistura os parametros de qualidade sdo ajustados (SALTINI et al., 2013).

De acordo com a International Cocoa Organization (ICCO, 2017) a produ¢do mundial
de cacau reduziu 6,6% na safra de 2014/2015 em comparacdo com a safra de 2015/2016. Na
América a reducéo foi de 36 mil toneladas, na Africa de 157 mil toneladas e na Asia e Oceania
de 3 mil toneladas. Esta reducdo pode estar ligada as mudancas climaticas drasticas que o

mundo est& passando, como por exemplo, as mudancas provocadas pelo fenémeno El Nifio.
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Gateau-Rey et al. (2018) através de estudos sobre o efeito do EI Nifio na Bahia, comprovaram
que devido a seca severa a producdo de cacau reduziu em 89% nas principais safras de abril de
2016 e 2017 e destruiu 15% dos cacaueiros

A Africa continua sendo a maior produtora de cacau, seguida das Américas e da Asia e
Oceania. Os paises que mais se destacam nesta producdo de acordo com o continente sdao Costa
do Marfim, Equador e Indonésia, com 55%, 33% e 83% respectivamente. O Brasil apesar de
ser 0 segundo pais de maior importancia em produtividade e ter apresentado uma baixa na
temporada de 2015-2016, espera-se uma recuperacao para esta Gltima temporada, com aumento

de 50 mil toneladas.

Em comparacdo com a temporada anterior, 0s pre¢cos médios do cacau internacional
registraram um aumento de 10% na temporada 2014/2015 e uma reducédo de 34% na temporada
2015/2016, conforme medido pelo preco diario da ICCO. Os pregos do cacau foram em media
de US$ 3,28 por tonelada no ano 2015/2016. Apds um periodo de movimentos irregulares dos
precos, o valor do cacau seguiu uma tendéncia ascendente de abril a meados de julho de 2015,
apesar das preocupacdes persistentes relacionadas ao impacto do El Nifio. No entanto, a partir
de meados de julho até meados de agosto de 2015, os pre¢os do cacau sofreram abalo, devido
a perspectiva de um aumento nas taxas de juros dos EUA. Eles retomaram sua tendéncia
ascendente em setembro em meio a preocupagdes com o impacto das condicoes climaticas de

secas prevalecentes na Africa Ocidental (ICCO, 2016).

O Fairtrade apresenta-se como uma abordagem alternativa ao comércio internacional,
garantindo que um preco justo seja pago diretamente aos agricultores, assegurando um preco
minimo acima do custo de producdo, independentemente do preco mundial. A Organizagédo
Internacional do Cacau (ICCO) e varios fabricantes de chocolate tém projetos em andamento
com o objetivo de alcancar o desenvolvimento sustentavel. Estes envolvem treinamento de
agricultores, apoio a cooperativas e eficiéncia aprimorada da cadeia de suprimentos, garantindo
gue uma maior proporc¢do do preco mundial atinja os agricultores. Além disso, a rastreabilidade

dos suprimentos de améndoas de cacau € assegurada para os fabricantes (BECKET, 2011).

3.6 INDICE DE QUALIDADE DO CACAU (COCOA QUALITY INDEX)

As etapas de pré colheita, colheita e pds colheita do cacau sdo primordiais para obtencéao
de améndoas de cacau de qualidade. Para Fowler e Coutel (2017), a qualidade apresenta
diversos aspectos como: seguranca alimentar, fatores econdmicos e aspectos qualitativos. A

seguranga alimentar diz respeito aos padrdes de contaminagdo biolégica e quimica encontrados
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no cacau. Cada pais apresenta limites para evitar surtos alimentares e os paises produtores
devem se enquadrar nas legislacdes do seu pais e dos paises aos quais pretendem exportar. As
principais preocupacdes neste aspecto estdo relacionadas a améndoas mofadas, infestadas e
com danos por insetos, presenca de micotoxinas, contaminadas com metais pesados,
hidrocarbonetos minerais e pesticidas. A perspectiva da qualidade econdmica se refere ao
rendimento do material Util, que determina 0 pre¢o que o cacau sera vendido. A avaliacdo
qualitativa do cacau esta relacionada também a presenca de sabores indesejaveis e estranhos
(Off-flavors), além de propriedades fisicas como dureza da manteiga de cacau. Esses fatores

qualitativos irdo determinar o tipo de cacau e sua utilizacdo na industria de alimentos.

Um parametro muito utilizado por produtores e compradores de cacau para classificar
améndoas de qualidade (bem fermentadas) é o teste de corte (Cut test). Neste teste, as sementes
sdo cortadas longitudinalmente para que a cor interna seja analisada. Aquelas sementes com
coloracdo acinzentada, ndo estdo fermentadas. As que apresentam coloracdo violacea séo
caracterizadas como parcialmente fermentada, enquanto que as que Se apresentam com
coloragdo marrom, sdo consideradas fermentadas. Porém, por ser um método baseado na
avaliacdo visual, torna-se subjetivo. Portanto, métodos alternativos para a determinacdo da
qualidade das améndoas de cacau fermentadas sdo necessarios (ROHAN, 1964; LOPEZ, 1984;
LOPEZ e DIMICK, 1995; ARANA-SANCHEZ et al., 2015).

Araujo et al. (2014) propuseram um indice de qualidade para o cacau (Cocoa Quality
Index), que se refere as propriedades, processos e caracteristicas deste alimento, para auxiliar
na determinacdo da qualidade, j& que o mercado atual enfrenta questdes de como avaliar,
identificar e fornecer este alimento as industrias de chocolate. Séo utilizados como indicadores
de qualidade para este tipo de industria os parametros: gordura total, pH, acidez total, fendlicos
totais, substancias fendlicas como catequina e epicatequina, acidos organicos como latico e

acetico e metais pesados como bario, cddmio, chumbo e cobre.

3.7 PERFIL AROMATICO DAS SEMENTES E AMENDOAS DE CACAU

Indicadores como tamanho, cor e acidez das sementes de cacau sdo utilizados para
avaliar a qualidade, no entanto, a quantidade e qualidade de compostos volateis € o mais
importante indicador, pois o sabor e aroma de chocolate sdo o0s principais responsaveis pela
aceitabilidade do produto final (MAGI et al., 2012; KRAHMER et al., 2015).

Existem dois tipos importantes de ceélulas dentro dos cotilédones: células de

armazenamento contendo gordura e proteinas, e as células de pigmentos contendo compostos
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polifendlicos (catequina e epicatequina) e metilxantinas (teobromina, teofilina e cafeina). Na
fermentacdo, no processo de germinacdo da semente, ha absor¢do de dgua dentro das células de
armazenamento. Quando ocorre a morte do gérmen, as paredes celulares e membranas se
quebram permitindo que compostos e enzimas entrem e contato e reajam. Essas reacdes que
ocorrem sdo causadoras dos precursores (aminoécidos livres e agucares redutores) do sabor e
aroma de chocolate. As taxas com que essas reacdes vao ocorrer séo definidas pelas condicGes
de temperatura e nivel de acidez (BECKETT, 2011).
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Figura 2: Estrutura da cafeina, teobromina e teofilina. Fonte: Beckett (2011).

Crafack et al. (2013) afirmam que uma fermentacdo conduzida corretamente € um pré-
requisito para a producdo de cacau de alta qualidade, visto que as améndoas que ndo passam
por uma fermentacao adequada ndo irdo produzir aromas especificos. As leveduras apresentam
um papel crucial nesta etapa, pois produzem ésteres e alcoois superiores que tém sido sugeridos

na contribuicdo da complexa mistura de compostos aromaticos volateis.

A elevacdo da temperatura e os varios metabolitos, como o0s &cidos organicos,
produzidos durante a fermentacdo de cacau causam a morte do gérmen, reduzindo assim 0s
compostos de sabor amargo e fornecendo precursores para a formacdo de aroma e sabor

caracteristico de chocolate nas etapas subsequentes (MAURA et al., 2016).

As metilxantinas, responsaveis pelo amargor caracteristico, durante a fermentacdo tem
seu teor reduzido cerca de 30%, provavelmente devido a difusdo dos cotilédones. Os compostos
fendlicos sdo responsaveis pela cor e adstringéncia na boca, seu teor também é reduzido durante
a fermentacdo e secagem, sendo as antocianinas rapidamente hidrolisadas para cianidinas e
acucares pela enzima glicosidases. Esta hidrélise esta relacionada com a perda da cor roxa dos
cotilédones do cacau Forastero. O escurecimento das améndoas fermentadas também é causado
pela reacdo catalisadora da enzima polifenoloxidase, que converte os flavondis (principalmente
epicatequina) em quinonas (BECKETT, 2011).
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Figura 3: Estrutura Epicatequina (a) e da catequina (b)
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Fonte: Beckett (2011).

O sabor caracteristico do chocolate é gerado como resultado de varias etapas do
processamento. Dependendo da variedade de cacau utilizada, condi¢des de fermentacdo e
torracdo das améndoas de cacau e o processo de concha irdo acarretar diferenciacfes do sabor
e aroma. Schnermann e Schieberle (1997) isolaram compostos volateis da massa de cacau
através de cromatografia gasosa capilar (HRGC) acoplada a espectrometria de massa e
caracterizaram o perfil aromatico apresentado na Tabela 4 abaixo:

Tabela 4. Compostos volateis de massa de cacau e suas referéncias sensoriais.

Compostos volateis

Referéncia sensorial

3-metilbutanal

Maltado

2-metilpropanoato de etila

Frutado

2,3-butanodiona

Amanteigado

2-metilbutanoato de etila

Frutado

hexanal

Verde

1-hexen-3-ona

Oleo de linhaca

trans-4-heptenal

Doce, biscoito

trisulfito de dimetila

Sulforoso

nonanal

Ensaboado

trimetilpirazina

Terra, batata

2-metoxi-3-isopropilpirazina

Terra

cis-2-octenal Gorduroso, cera
2-etil-3,6-dimetilpirazina Noz, terra
2-etil-3,5-dimetilpirazina Batata frita
2,3-dietil-5-¢etilpirazina Batata frita
trans-2-nonenal Sebo, verde




cis-2-nonenal

Verde, gorduroso

acido butanoico

Manteiga, rango

(E) -2-decenal

Gorduroso, verde

fenilacetaldeido

Mel, doce

acido 2,3-metilbutandico

Azedo

2-metil-3- (metiltio) furano

Carne cozida

(E, E) -2,4-nonadienal

Gorduroso, cera

2-feniletanol

Floral, doce

d-octenolactona

Doce, coco

y-nonalactona

Doce, péssego

cinamato de etila

Doce, canela

y-decalactona

Doce, péssego
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3-hidroxi-4,5-dimetil-2 (5H) -furanona (sotolon) Picante

3-hidroxi-5-etil-4-metil-2 (5H) -furanona (abhexona) Picante

Fonte: Schnermann e Schieberle (1997).

Os diferentes métodos de fermentacdo proporcionam diferencas na aceitabilidade e
sabor de chocolate e no perfil aromatico do produto final, pois cada produtor estabelece um
tempo de fermentacdo e armazenamento e ado¢do ou ndo da pratica de revolvimento (BAKER,
TOMLINS, GAY; 1994). Reed (2010) caracterizou o perfil aromatico de cacau dos diferentes
paises produtores, observa-se que o cacau da variedade Forastero da Costa do Marfim
apresentou notas frutadas e de nozes, além de baixo amargor e acidez, ja o cacau da mesma
variedade produzido no Peru é ligeiramente amargo e com notas frutadas, enquanto que o cacau

produzido no Brasil apresenta notas amargas, adstringente, &cida e frutada.

As leveduras apresentam papel crucial na formacdo dos precursores dos aromas
envolvidos na fermentacdo do cacau, pois as reacdes bioquimicas enddgenas propiciadas por
elas levam a uma alteracdo do perfil aromatico das améndoas fermentadas (HO et al., 2014).
Devido sua capacidade de converter de forma eficiente concentracfes relativamente altas de
acucares em etanol e diéxido de carbono, além de produzir uma vasta gama de outros
compostos, incluindo varios alcoois superiores, compostos de carbonila, compostos fendlicos e
derivados de &cidos graxos, sendo muitos desses metabolitos volateis com aromas especificos,
esses microrganismos sdo constantemente estudados para que este mecanismo seja
completamente entendido e controlado (DZIALO et al., 2017). Crafack et al. (2013) estudaram
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0 potencial das leveduras arométicas e pectinoliticas sobre o sabor do cacau através da
inoculacdo de culturas das espécies Pichia kluyveri e Kluyveromyces marxianus em
fermentacdo do cacau e revelou que as duas espécies foram capazes de melhorar o perfil
aromatico do chocolate produzido a partir desta fermentagdo controlada.

Lefeber et al. (2012) adicionaram leveduras (Saccharomyces cerevisiae) a fermentacéao
de cacau e foi possivel produzir cacau fermentado de alta qualidade e obtiveram chocolates com
atributos sensoriais superiores. Meersman et al. (2015) utilizando esta mesma espécie de
levedura na fermentagéo de cacau, melhoraram a producéo de chocolate devido ao aumento da

producdo de ésteres de acetato produzido pela Saccharomyces cerevisiae.

Saez et al. (2011) comprovaram pela primeira vez a capacidade das espécies Pichia
manshurica e Pichia membranifaciens de produzir compostos fenolicos volateis a partir da
producéo de vinhos na Argentina. Segundo Pereira et al. (2017) a levedura Pichia kudriavzevii
€ uma espécie que exibe uma grande diversidade genética e metabdlica e a inoculacdo deste
microrganismo em fermentacdo de cacau pode melhorar a cor e composi¢do de aroma das
améndoas fermentadas. Em estudo realizado por Ramos et al. (2014), observou-se que a
inoculacéo de culturas hibridas e Saccharomyces cerevisiae em fermentacao de cacau altera o

perfil dos compostos volateis das améndoas fermentadas.

3.8 COMPOSTOS FENOLICOS E METILXANTINAS DAS SEMENTES DE CACAU

Os compostos fendlicos estdo presentes no reino vegetal e sdo metabolitos secundarios,
ou seja, ndo apresentam acdo direta nas atividades bioquimicas primarias de crescimento,
desenvolvimento e reproducdo, mas agem na adaptacdo vegetal a condi¢cGes de estresse
ambiental, como agressao de patogenos e radiacdo ultravioleta (CLIFFORD, 1989; FARAH e
DONANGELO, 2006).

A rota biogenética dos compostos fendlicos surge a partir de dois caminhos primarios
de sintese, o caminho do acetato e do chiquimato, ambos, derivados do metabolismo da glicose.
A via do acetato € responsavel por 40% dos compostos fenolicos e sdo derivados da
condensacdo da unidade iniciadora, o acetil-CoA, com a unidade propagadora, o malonil-CoA.
Ja a via do chiquimato, responsavel por 60% dos compostos fendlicos, representa 0 caminho
primario para a producdo de aminoacidos aromaticos, como a fenilalanina e tirosina. A origem
biogenética determina o padrdo de substituicdo do composto fendlico resultante e sua
biossintese é mais intensa durante as fases de diferenciacdo celular e crescimento vegetal
(BRUNETON, 1991; SIQUEIRA, 1991).
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Somente 0s vegetais e microrganismos sao capazes de sintetizar os compostos fendlicos
(SIQUEIRA, 1991) e sdo classificados de acordo com o tipo e nimero de anéis fendlicos e em
subclasses de acordo com substituices que podem ocorrer na sua estrutura bésica, associacoes
com carboidratos e formas polimerizadas (FARAH e DONANGELO, 2006). Estes compostos
sdo considerados complexos do ponto de vista estrutural, porém, muitos compostos apresentam
suas unidades fendlicas relativamente simples, arranjados em formas repetidas com grande
nimero de grupos substituintes e isdmeros estruturais (ZUMBE, 1998).

Historicamente, os compostos fendlicos sempre estiveram presentes na medicina
tradicional devido aos seus beneficios diuréticos e antinflamat6rios e para tratamento de
diversas doencas, como doencas circulatdrias e cardiacas, digestivas e renais. Atualmente, estes
compostos tem sido foco de estudo de diversos autores que conseguem comprovar seus efeitos
anticarcinogenico,  antiaterogénico,  antitrombdtico,  antinflamatério,  antialérgico,
imunomodulador, antimicrobiano, vasodilatador e analgésico (ZUMBE, 1998, WOLLGAST e
ANKLAM, 2000). Alimentos como vinho tinto e chas sempre foram consumidos por
apresentarem propriedades antioxidantes, porem, Lee et al. (2003) comprovaram que 0 cacau
contém maiores teores de compostos fendlicos totais (611 mg de equivalentes de acido galico,
EG) e flavondides (564 mg de equivalentes de epicatequina, ECAT) por porcao do que o cha
preto (124 mg de EG e 34 mg de ECAT, respectivamente), cha verde (165 mg de EG e 47 mg
de ECAT) e vinho tinto (340 mg de EG e 163 mg de ECAT).

Seu modo de acao em sistemas bioldgicos que sdo responsaveis por efeitos benéeficos a
salde estdo relacionados a capacidade de complexar ions metélicos, eliminar espécies de
radicais livres e complexar proteinas e polissacarideos. Estas caracteristicas sdo muito
derivadas da existéncia de fenol e grupos aromaticos na molécula de polifenol (HASLAM et
al., 1989; HASLAM, 1996). Andujar et al. (2012) compilaram os principais efeitos benéficos
que os polifendis do cacau podem gerara a saude humana, normalmente ligados a doencas
cardiovasculares e inflamatdrias, disturbios metabdlicos e prevencao do cancer, onde o estresse
oxidativo é uma das principais causas para a doenca. Esta propriedade antioxidante favorece a
inibicdo da peroxidase lipidica e a protecdo do LDL-colesterol, também podem agir
modificando a resposta glicEmica e modular a inflamacdo intestinal através da reducdo da
filtracdo de neutrofilos e expressao de diferentes fatores de transcricdo, o que leva a diminuicoes
na producdo de enzimas pré-inflamatorias e citocinas. Além disso, apresentam efeitos

antiproliferativos, antimutagénicos e quimioprotetores.
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Os principais compostos fendlicos encontrados no cacau sdo 0s taninos e os flavonoides.
Os taninos sdo compostos que apresentam desde intermediario a elevado peso molecular e s&o
altamente hidroxilados e tem capacidade de formar complexos insolveis quando em contato
com carboidratos e proteinas, e podem ser classificados como taninos hidrolisaveis e
condensaveis (WOLLGAST e ANKLAN, 2000). Ja os flavonoides sdo classificados em 14
tipos de acordo com Seigler (1995), sendo que a maioria dos compostos identificados pertence
a apenas seis tipos: flavonas, flavanonas, flavonéis, flavandis (também chamada de flavan-3-
6is), isoflavonas e antocianinas. Com destaque para os flavanois, que sdo os mais abundantes,
representados pela (+) catequina e (-) epicatequina, sendo esta Gltima o flavanol principal do
cacau, responsavel por 35% do contetdo total de compostos fendlicos.

De acordo com Zumbé (1998) os compostos fendlicos presentes no cacau nao sao
distribuidos uniformemente na semente, sendo a maioria encontrada nas células pigmentares
que compreendem 2% a 10% da semente. As células de pigmento contém aproximadamente
65% a 70% de polifendis e 3% de antocianinas. O saldo € explicado pela teobromina, cafeina,
acucar; componentes de amido e parede celular

Durante o processo de fermentacdo as reacdes bioquimicas, que ocorrem dentro das
sementes, sdo responsaveis pela difusdo dos compostos fendlicos, que posteriormente entram
em contato com enzimas como a polifenoloxidase e glicosidase, fazendo com que essas reacdes
enzimaticas ocorram e consequentemente, o teor de compostos fendlicos seja reduzido ao longo
da fermentacdo (FORSTHY e QUESNEL, 1958). Segundo Brito (2000), o teor de compostos
fendlicos diminui cerca de 70%, sendo a epicatequina 0 composto que mais decai, em cerca de
90%, devido este ser o principal substrato da polifenoloxidase. J& na etapa de secagem, posterior
a fermentacdo do cacau, a reducdo do teor de compostos fendlicos é atribuida ao escurecimento
enzimatico causado também pela polifenoloxidase e pelo escurecimento ndo enzimatico
causado pela polimerizacdo das quinonas, resultantes da acumulacdo de compostos insoluveis.

Para Afoakwa (2008) os compostos fendlicos nas sementes de cacau sdo indicativos de
qualidade pois proporcionam cor marrom e sabor caracteristico de cacau e consequentemente,
dos produtos processados a partir dele. Além disso, fornecem também o amargor e
adstringéncia, presente em chocolates com maiores teores de cacau.

O desenvolvimento de sabor de cacau é inversamente proporcional ao teor de compostos
fendlicos nas sementes, pois sementes com alto teor de compostos fendlicos apresentam sabor
prejudicado pela elevada adstringéncia e amargor, enquanto que sementes com sabor apreciado

pelo mercado internacional tém baixos teores de compostos fendlicos, pelo mesmo motivo.
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Quando a fermentagdo € conduzida de maneira inadequada, com tempo menor do que o
recomendado que é de cerca de sete dias, o teor de compostos fendlicos é mantido por ndo haver
tempo suficiente para sua degradacdo (EFRAIM, 2004).

O teor de compostos fendlicos presentes no cacau sofre variacdo por uma série de
fatores, como variedade genética do fruto, clima em que o cacaueiro é cultivado, propriedades
quimicas do solo, regido de cultivo e métodos de fermentacdo (JALIL e ISMAIL, 2008).
Segundo Wang et al. (2016) é durante a fase de amadurecimento das sementes de cacau que
esses compostos se acumulam de maneira mais pronunciada. Carrillo et al. (2014) sugerem que
quanto menor a altitude do local de desenvolvimento do cacaueiro, mais compostos fendlicos
sdo produzidos no cacau e que para Niemenak et al. (2006) outro fator que deve ser levado em
consideracdo é o estresse abiotico sofrido pelo cacaueiro, pois condigdes de baixo aporte
hidrico, excessiva incidéncia solar e baixa umidade irdo impactar diretamente na quantidade de

compostos fendlicos produzidos pela planta.

No Brasil, de acordo com Sanbongi et al. (1998), a variedade de cacau Forastero, que é
a mais utilizada no mundo todo para a fabricacéo de chocolate, possui elevada concentracao de
compostos fendlicos quando comparadas a sementes da mesma variedade em outros paises
produtores de cacau. Do Carmo Brito et al. (2017) avaliaram os compostos fendlicos do cacau
da variedade Forastero cultivados na Amazoénia Brasileira, que apresentou 53,26 (mg ECAT/Q)
ao final da fermentacdo, enquanto que Suazo, Davidov-Pardo e Arozarena (2014) encontraram
valores de 43,0 (mg ECAT/g) em estudo realizado na Nicardgua com cacau da variedade

Trinitario.

Embora a maioria dos estudos facam referéncia aos efeitos benéficos do consumo do
cacau atribuiveis aos compostos fendlicos, existem também as metilxantinas, nomeadamente
cafeina, teobromina e teofilina. A teobromina é a principal metilxantina do cacau e representam
cerca de 3,2% da sua composicao, enquanto que a cafeina representa 0,2% e a teofilina presente
em baixissimas quantidades (SCHULTZ, PRINSEN e PATER, 1970; TIMBIE, SECHRIST, e
KENNEY, 1978).

As metilxantinas que sdo compostos inodoros e incolores, sdo semelhantes
quimicamente e apresentam diferencas nas estruturas no grupo NH das moléculas. A
teobromina é responsavel pelo amargor nas sementes de cacau, que se da através do efeito
combinado da teobromina com as dicetopiperazinas que ocorrem como resultado do processo

de torrefacdo. Ja a teofilina, também conhecida como dimetilxantina, pode ser encontrada em
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cacau e chas e possui similaridade estrutural e farmacoldgica a cafeina e teobromina. A cafeina
encontrada no cacau, apesar de em baixas quantidades, apresenta efeito psicoestimulante no ser
humano e age como um pesticida natural no cacau, pois paralisa e mata certos insetos que se
alimentam das plantas. Essas substancias, assim como o0s compostos fendlicos, séo
compulsivamente estudadas pelos efeitos benéficos a saude, com efeitos nos sistemas nervoso
central, cardiovascular, gastrointestinal, respiratério e renal (MATISSEK, 1997,
BUYUKTUNCEL, 2010; XIA, NI, KOKOT, 2013).

As metilxantinas podem ser utilizadas como parametros analiticos importantes na
avaliacdo da qualidade de produtos de cacau, sendo seu teor fortemente influenciado pelo
método de fermentacédo e secagem, genotipo e origem geogréfica do cacau (MATISSEK, 1997,
PELAEZ, BARDON, CAMASCA, 2016). Para Del Rosario Brunetto (2007) é importante
avaliar a cafeina, teobromina e teofilina, visto que esses compostos estdo correlacionados com
notas amargas e seus niveis afetam o sabor dos subprodutos do cacau, e consequentemente, a

qualidade.

Menguy et al. (2009) relatam que o cacau fresco tem teor de teobromina e cafeina de 27
e 6,1 mg/g, respectivamente, enquanto o cacau fermentado tem 21 e 4 mg/g, respectivamente.
Embora os alcaloides ndo sofram transformac6es quimicas durante a fermentacéo, cerca de 30%
sdo eliminados por difusdo e migracdo para o exterior das sementes (CAMU et al., 2008) e
essas quantidades de metilxantinas que ficam no interior das sementes ndo apresentam efeito
negativo na salde humana por representarem uma porcentagem baixa na ingestdo diaria
recomendada (MATISSEK, 1997).

Diversos autores comprovam a eficacia do consumo de metilxantinas. Estudos em
mamiferos concluiram que as metilxantinas atuam através de uma variedade de mecanismos
moleculares diferentes: mobilizacdo de célcio intracelular, inibicdo de fosfodiesterases (PDES),
modulacdo de receptores do acido gama-amino-butirico (GABA), inibicdo de antagonistas de
nucleotideos ciclicos dependentes de ATP de alta afinidade e antagonismo de receptores de
adenosina (ARONSEN et al., 2014, FRANCO, ONATIBIA-ASTIBIA e MARTINEZ-
PINILLA, 2013). Cerasi e Luft (1969) comprovaram que a presenca de metilxantinas pode

afetar positivamente o metabolismo da glicose.

A teobromina e teofilina sdo usadas para fins farmacéuticos como broncodilatadores e
vasodilatadores e também como relaxantes musculares (BISPO et al., 2002). J4 a cafeina

estimula o sistema nervoso central, 0 musculo cardiaco, o sistema respiratorio e a secrecdo
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gastrica (GENNARO e ABRIGO, 1992). Eteng e Etarh demonstraram que doses Unicas de
teobromina (700 mg/kg de peso corporal) reduziram significativamente os perfis lipidicos em
ratos hiperlipidémicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 FERMENTACAO DAS SEMENTES DE CACAU

Os frutos de cacau da variedade Forastero foram colhidos nos meses de outubro de 2017
(temporada menos chuvosa) e fevereiro de 2018 (temporada mais chuvosa) no municipio de
Inhangapi, Pard (1° 25’ 48" S, 47° 55’ 1” W) e a fermentacéo foi realizada conforme método ja
estabelecido na fazenda produtora. Os frutos foram colhidos e empilhados em determinadas
areas de fazenda para a abertura dos frutos no préprio local em 48 h (tempo padrédo). Os frutos
foram abertos manualmente com auxilio de facas para a separacdo da polpa e casca. As cascas
foram despejadas no préprio terreno da fazenda para servir de adubo e as polpas com as
sementes foram acondicionadas em basquetas para serem transportadas para area de
fermentacao. Aproximadamente 200 kg de polpa de cacau foram transferidos para os cochos de
fermentagdo de madeira com area de 0,4 mé. As sementes foram cobertas com sacos de aniagem
para manter a temperatura da fermentacdo. Foram realizados revolvimentos diarios ap6s 48 h

do inicio da fermentacdo. O tempo total do processo fermentativo ocorreu em seis dias (144 h).

4.2 AMOSTRAGEM

Amostras de 400 g de sementes de cacau foram coletadas durante a fermentacdo nos
tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144h, armazenadas em sacos de polietileno estéreis e mantidos
sob congelamento (-18 °C). A temperatura da massa de fermentacdo foi medida na superficie,
meio e fundo em cinco pontos aleatorios de cada tempo. A temperatura da massa de
fermentacao foi medida com termo higrometro digital (Incoterm®, modelo 7663.02.0.00) e a
umidade relativa do ar (%), temperatura ambiente foram obtidas através do INMET (Instituto
Nacional de Meteorologia). O tempo total do processo fermentativo ocorreu em 6 dias no cocho
de fermentacdo. Apds esse periodo, as améndoas foram transportadas ao laboratério de
microbiologia da UFPA e foram secas em estufa de circulacdo de ar a 35-40 °C até atingir
umidade entre 5 a 6%. Optou-se pela secagem em laboratério para evitar a proliferacdo de

fungos. As amostras foram mantidas sob congelamento (-18 °C) até a realizacdo das analises.

4.3 ANALISES FISICO-QUIMICAS

As amostras foram descongeladas para realizacdo das analises (n = 3). Retirou-se a testa
e 0 embrido das améndoas de cacau e os cotilédones foram moidos em moinho analitico (Ika®
modelo A11B).
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As andlises foram realizadas segundo os métodos da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2006) para améndoas de cacau e seus derivados: acidez total titulavel
(31.06.06, AOAC), pH (970.21, AOAC), umidade (931.04, AOAC), cinzas (972.15, AOAC),
lipidios (963.15, AOAC) e proteinas (970.22, AOAC).

Os carboidratos foram calculados por diferenca (100 g - gramas totais de umidade,
proteinas, lipideos, fibras e cinzas), segundo a Resolugdo RDC n° 360, de 23 de dezembro de
2003 (BRASIL, 2003).

4.4.1 Compostos fendlicos totais

A determinagdo de compostos fendlicos totais foi realizada nas sementes de cacau
coletadas em outubro e fevereiro nos tempos de fermentacéo de 0, 96, 144 e seco conforme o
método descrito por Singleton e Rossi (1965). Os valores obtidos foram expressos em
miligramas de equivalentes em catequina por grama de améndoa seca (mgEC/g). Para a analise
utilizou-se 0,1 g de cacau seco, triturado em moinho (Ika® modelo A11B) e desengordurado e
adicionou-se 5 mL da solucdo extratora (acetona/agua/acido acético 70/29.5/05). Os tubos
foram entdo homogeneizados por 5 min. e centrifugados a 18000 x g por 15 min. O
sobrenadante foi transferido para baldao de 10 mL e aferido com solugcdo extratora e entéo,
retirou-se 1 mL desse extrato para outro baldo de 10 mL e aferiu-se com agua destilada. Em
novos tubos, foram adicionados 250 pL do extrato diluido e 1250 uL da solugdo Folin-
Ciocalteau (10%) para homogeneizacdo por 2 min em temperatura ambiente. Em seguida foram
adicionados 1000 uL de Na,COz a 7,5% e a solucdo foi homogeneizada em vortex. Apos 90
min de espera e protegidas da luz, as amostras foram analisadas no espectrofotémetro (Thermo
Fisher Scientific modelo EVO 60) a 760 nm (y = 0,0087x + 0,0349, Rz = 0,9909).

4.4.2 Perfil de compostos fendlicos e metilxantinas

A extracdo dos compostos fendlicos e das metilxantinas e o procedimento analitico
foram realizadas de acordo com He et al. (2010). Para o preparo dos extratos, pesou-se 250 mg
de cacau seco desengordurado dos tempos 0, 96, 144 e seco (outubro e fevereiro) em 2,5 mL
de solucdo aquosa etanol:dgua (1:1, v/v) e centrifugou-se a 18000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo. Esta extracdo foi realizada novamente e 0s
sobrenadantes foram unidos em novo tubo. O conteddo foi entdo filtrado (filtro de membrana
0,22 mm) e armazenado sob congelamento (-18 °C). Os extratos foram analisados em HPLC
(Agilent Tecnologies modelo 1260 Infinity) e os padrdes catequina, epicatequina, teobromina,

cafeina e teofilina (Sigma-Aldrich) foram utilizados para a construgédo das curvas padréo.
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Utilizou-se um sistema cromatografico equipado com coluna (Zorbax Eclipse XDB-
C18. 4,6 x 150 mm, Sum) C18 a 25 °C e detector de arranjo de diodos. Solu¢do aquosa de
acetonitrila a 0,2% (eluente 1) e metanol (eluente 2) foram degaseificados em banho ultrassom
(Ultronique modelo Q3.0/40A) e filtradas (0,45 mm) para serem utilizadas como fases moveis.
Utilizou-se como gradiente o eluente dois aumentando de 0 a 50% durante 0-12 min e, em
seguida, aumentando-se de 50% para 100% durante 13-20 min. A taxa de fluxo e o volume de
amostra injetada foi de 1,2 mL por min e 20 uL, respectivamente. A identifica¢cdo dos picos
cromatograficos foi realizada a 280 mn e comparados 0s seus tempos de retencdo com os dos

padroes.

4.4.4 Metais pesados: bario, cadmio, chumbo e cobre

Foram pesadas diretamente nos vasos de digestéo 0,25 g de amostras de cacau fermentado
e seco das diferentes temporadas do ano e em seguida 4 mL de HNO3 14 mol L%, 2 mL de H20;
35% m/m e 2 mL de H,O foram adicionados. A programacdo de aquecimento do forno de
micro-ondas (tempo[min]/ poténcia[ W]/ temperatura[°C]) foi 15/800/180 (rampa) e 15/800/180
(patamar) e 50 min de ventilagdo. Apds a digestdo, as amostras foram filtradas e aferidas para
40 mL.

As amostras foram digeridas em um forno de micro-ondas com cavidade (Start E,
Milestone). Para a analise de Ba, Cd, Cu e Pb foi usado um espectrometro de emissdo Optica
com plasma induzido por micro-ondas (modelo 4100, Agilent Technologies, Melbourne,
Austrélia). Para alimentar o plasma foi utilizado N. produzido a partir de um gerador de

nitrogénio.
4.5 Extracdo dos compostos volateis das sementes de cacau fermentadas

As améndoas de cacau dos tempos 0, 96, 144 e seco foram moidas em moinho (Ika®
modelo A11B) para serem submetidas a destilacdo/extracdo simultdnea por duas horas
utilizando 4 mL de pentano como solvente, no Laboratério Adolpho Ducke (LAD) no Museu

Emilio Goeldi. O concentrado volatil (CV) obtido foi armazenado a uma temperatura de 5 °C.

4.6 ldentificacdo dos compostos volateis por cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CG/EM)

A anélise de composicdo quimica dos constituintes volateis das améndoas de cacau foi
realizada no Laboratério Adolpho Ducke (LAD) no Museu Paraense Emilio Goeldi. injetou-se

2uL de concentrado penténico e injetada sem divisdo de fluxo em cromatdgrafo em fase gasosa
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acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), em sistema Shimadzu QP-2010 Plus, equipado
com coluna DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme). Utilizou-se o gas hélio
como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL/min. A temperatura do injetor e da interface foi de
250 °C e a temperatura do forno a ajustada de 60-250 °C, utilizando-se uma rampa de 3°C/min.
Utilizou-se espectrometro de massa por impacto eletronico a 70 eV e a temperatura da fonte de
fons a 220 °C. A identificacdo quimica foi realizada através da comparacdo dos espectros de
massas e indices de retencdo (IR) com os de substancias padrdo existentes nas bibliotecas do
sistema e com dados da literatura (ADAMS, 2007). Os IRs foram obtidos utilizando uma série
homologa dos n-alcanos (C8-C24).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados atraves do software Statistica para obtencéo de médias,
desvio padrdo, analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey (p < 0,05). Utilizou-se também

o0 software Past para realizacdo da analise do componente principal (ACP) e hierarquica (ACH).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEMPERATURA AMBIENTE, UMIDADE DO AR E TEMPERATURA DA MASSA DE
FERMENTACAO DE CACAU

A temperatura e umidade ambiente durante a fermentacéo sdo apresentadas nas Figura
4a edb e na Tabela 5.
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Figura 4. Comportamento da temperatura ambiente no verdo em outubro e em fevereiro (a) e umidade relativa do
ar (%) em outubro e em fevereiro (b).

O estudo da temperatura ambiente nas areas em que 0 cacau se desenvolve é de suma
importancia para entender como esta variavel podera influenciar o desenvolvimento as arvores
de cacau e seus frutos. End et al. (1988) e Dircks (2009) relatam que a temperatura ambiente
alem de afetar o desenvolvimento do cacaueiro, afeta também o tamanho final e composicédo
do fruto, e consequentemente, a populacdo microbiana existente na fermentacéo, ja que a polpa
serve como substrato para esses microrganismos. Em relacdo a precipitagdo pluviométrica,
estudos de Adjaloo e Banful (2012) indicam que o cacau apresenta seu auge de floracdo nas
estacGes chuvosas e que a precipitacdo € um dos fatores mais criticos na producdo de cacau,
que irdo ser utilizadas na producédo do chocolate, devido as requisi¢des hidricas do cacaueiro.

As temperaturas ambientes encontradas neste estudo, variaram de 26,4 a 27,9 °C e de
23,8 a 25,8 °C em outubro e em fevereiro, respectivamente, onde observa-se que a temperatura
média do outubro foi 2,26 °C acima da temperatura média do fevereiro. J& a umidade variou
entre 71 e 82% em outubro e 84 a 90% em fevereiro. Camu et al. (2007) que realizaram
fermentacdes em dois periodos diferentes, uma na safra média (junho a julho) e outra na safra
principal (outubro a novembro), pode concluir que nos dias chuvosos, a temperatura ambiente
influenciou discretamente a temperatura do cocho de fermentacdo, com reducdo de 1 a 4 °C,
porém, no geral, ndo foram observadas diferencas pronunciadas entre as estacfes do ano para

temperatura durante a fermentagéo.
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Mais estudos que correlacionem os fatores externos (temperatura ambiente e umidade
do ar) com os fatores internos (temperatura do cocho de fermentacdo e propriedades quimicas
das sementes) da fermentacdo do cacau precisam ser conduzidos para que seja possivel entender
e até controlar esses fatores internos e externos para a obtencdao de améndoas de cacau de melhor
qualidade.

As médias da temperatura da massa fermentativa em outubro e em fevereiro sdo

apresentadas na Figura 5 e Tabela 5.
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Figura 5. Comportamento da temperatura da massa fermentativa em outubro e em fevereiro

Tabela 5. Valores médios da temperatura da massa de fermentacdo de cacau, temperatura
ambiente e umidade do ar em outubro e fevereiro.

Tempo TEMPERATURA DA MASSA  TEMPERATURA UMIDADE DO AR
(h) DE FERMENTACAO (°C)  AMBIENTE (°C)** (%o)**

Outubro Fevereiro Outubro  Fevereiro  Outubro  Fevereiro
0 28,23+0,20%  27,61+0,24° 27,7 25.8 74 85
24 32,09+1,76% 36,92+1,89°A 27,9 25,4 71 86
48 37,5742,994  40,00+0,89%"" 27.9 25,1 71 87
72 40,96+2,65"A  43,53+3,40%A 27,6 24,5 72 90
96 44,23+2,86%A  44,70+1,00%A 26,4 25,4 82 85
120 46,701,443 44,45+1,17%A 27.3 25.8 77 84
144 44,89+3, 2437 44,200,764 26,8 23,8 78 89

* Médiastdesvio-padrdo com diferentes letras em uma mesma linha (maiulsculas) ou em uma mesma coluna
(mindscula) diferem estatisticamente entre si (p<0,05, Teste de Tukey).

** Fonte: INMET (2018)
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De acordo com Wood e Lass (2008) a temperatura da massa fermentativa é um
importante pardmetro para avaliar o progresso do processo. Em outubro, a temperatura maxima
atingida na massa fermentativa foi de 46,7 °C no tempo 120 h, enquanto que em fevereiro a
maxima encontrada foi de 44,7 °C no tempo 96 h. As temperaturas ambientes nestes tempos
foramde 27,3 °C e 25,4 °C, respectivamente. Este resultado indica que esta faixa de temperatura
ambiente foi favoravel para alcancar as temperaturas maximas na massa de fermentacdo. A
umidade relativa do ar nestes dois tempos de fermentacdo (120 h outubro e 96 h fevereiro)
apresentou diferenca de 8%.

O aumento da temperatura da massa de fermentagéo € explicado através da forte atuacdo
das bactérias acéticas que metabolizam o etanol e &cido latico por meio de reacdes exotérmicas
com a producéo de acido acético (SCHWAN e WHEALS, 2004).

Saltini et al. (2013) relata que outro fator que influencia na temperatura da massa
fermentativa é a quantidade de sementes despejadas no cocho de fermentagdo, onde grandes
quantidades de massa séo capazes de atingir maiores temperaturas devido a retencao do calor
(energia) gerado durante a fermentacdo quando comparados a pequenas quantidades de massa
no cocho de fermentacdo. De Melo Pereira et al. (2013) mostraram que em fermentacGes
realizadas em caixas de madeira com capacidade para 600 kg de polpa foi atingida temperatura
de 51,1 °C em 70 h de fermentacdo, enquanto que em caixa com capacidade de 40 kg a

temperatura de 50,3 °C foi alcancada em 137 h de fermentacao.

Faixas de temperaturas da massa fermentativa de cacau entre 45 °C e 50 °C s&o requisitos
para uma fermentacdo que ira gerar 0s precursores necessarios para formacdo do sabor de
chocolate apds a torracdo, enquanto que temperaturas de fermentacdo acerca de 35 °C estdo
associadas a cacau mal fermentado (FORSYTH e QUESNEL, 1963). Ambas fermentacdes
realizadas atingiram temperaturas médias na faixa recomendada a partir do tempo 96 h (outubro
- 44,23 °C, fevereiro — 44,70 °C) e mantendo-se até o final da fermentacdo em 144 h (outubro -
44,89 °C, fevereiro — 44,20 °C).

Na Figura 5 observa-se que a médias das temperaturas dos cochos de fermentacdo em
fevereiro nos tempos 24, 48, 72 e 96 h foi superior a média das temperaturas do cocho de
fermentacdo conduzida em outubro, porém, somente no tempo 24 que essa diferenca €
estatisticamente significante (p<0,05). Nos tempos 0, 120 e 144 h essa a temperatura média em
outubro ultrapassou a do fevereiro, entretanto, somente o tempo 0 h e 24 h sendo

estatisticamente diferente (p<0,05). Este fenémeno pode ser elucidado por Schwan e Wheals
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(2004) que atribuem o aumento de temperatura a atuacéo das bactérias acéticas nos ultimos dias
de fermentacdo. Tal comportamento pode ser explicado pelo fato de que em temporadas mais
quentes, como em outubro, (com temperaturas médias mais proximas de 30°C) as leveduras
tiveram melhor adaptacdo ao meio fermentativo e consequentemente, sustentaram a producgéo
de etanol em maior nivel e por maior tempo e por isso a temperatura maxima atingida (46,70°C)

foi mais elevada que em temporadas menos quentes (44,70°C).

Sandhya et al. (2016) em Puttur na india avaliaram a qualidade das fermentagdes de
cacau utilizando diferentes indculos e observaram temperaturas de 23 a 41 °C na fermentacéo
espontanea. Papalexandratou e De Vuyst (2011) através do acompanhamento de fermentacfes
de cacau realizadas em diversos paises analisaram a temperatura das fermentacdes em caixas
de madeira, na Costa do Marfim, as temperaturas variaram de 24 a 43,3 °C, na Malésia, através
de duas fermentacdes, foram encontradas temperaturas variando de 28,5 a 43,9°C e 31,8 a 42,7
°C, no Brasil, foram dirigidas quatro fermentac6es diferentes e obteve-se temperaturas de 26,9
a42,2°C, 30,4 a48,2°C, 25,5a48,5°C e 25,6 a 47,6 °C, enquanto que no Equador observou-

se 28,7 °C de temperatura inicial e 46,5 °C de temperatura final.

5.2 pH E ACIDEZ TOTAL TITULAVEL

Na Figura 6 é apresentado o comportamento do pH e da acidez total titulavel (mEq
NaOH/100g) das sementes de cacau durante a fermentacdo em outubro e em fevereiro e os

valores médios sao apresentados na Tabela 6.



a) —&— pH outubro
- —o— pH fevereiro
6,4

6,2
6,0
5,8
5,6
54
5,2
5,0
4,8
4,6
4,41
4,2
4,0
3,8
3,6

pH

1 T T T T T T T T 1
72 9% 120 144 168

Tempo (horas)

o_
[\
=~
N
oo

b) —=— pH outubro
- —o— pH fevereiro
6,4

6,2
6,0
5,8
5,6 -
5,4
5,2
5,0
4,8
4,6
4,41
4,2 1
4,0
3,8
3,6

pH

— 1 " T T T T T T T T 1
72 9% 120 144 168

Tempo (horas)

O_
N
~
~
oo

Figura 6. Comportamento do pH em diferentes temporadas do ano (a) e da acidez total titulavel (mEq

NaOH/100g) (b) das sementes de cacau durante a fermentac&o.
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Tabela 6. VValores médios de pH e acidez total titulavel (MEQ NaOH/100g)

Tempo pH ACIDEZ TOTAL TITULAVEL
(h) mEq NaOH/100g
Outubro Fevereiro Outubro Fevereiro
0 6,22+0,02%A 6,22+0,02%A 4,82+0,12A 3,19+0,10¢B
24 5,96+0,02%A 4,58+0,03%8 6,56+0,11¢@ 11,460,694
48 4,91+0,10°A 4,47+0,028 13,18+0,51% 13,05+0,37%
72 4,51+0,00PA 4,09+0,08¢%8 19,84+0,634 20,01+0,77°A
96 4,19+0,01" 4,20+0,02A 24,77+0,70%A 14,46+0,30°B
120 4,28+0,01" 3,76+0,02¢8 23,00+0,49"A 22,20+0,822A
144 4,12+0,03A 4,04+0,10% 24,05+0,65%A 18,97+0,33%8
Seco 4,09+0,01" 4,07+0,01%4A 18,72+0,11°B 20,01+0,38"A

* Médiastdesvio-padrdo com diferentes letras em uma mesma linha (maidsculas) ou em uma mesma coluna
(minuscula) diferem estatisticamente entre si (p<0,05, Teste de Tukey).

No inicio da fermentagdo, o pH das sementes de cacau apresentou valor de 6,22 em
ambos os periodos e reduziu a 4,12 (outubro) e 4,04 (fevereiro) ao final da fermentacdo (144
h). Observa-se que houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) nos valores de pH nos
tempos 24, 48, 72 e 120 h. Quando se compara as medias das améndoas fermentadas secas entre
as temporadas do ano se verifica que as médias encontradas sdo iguais estatisticamente
(p>0,05), ou seja, temporada do ano em que o cacau € fermentado ndo exerce influéncia neste
parametro. A variacdo estatistica encontrada ao longo do tempo de fermentacdo em cada
periodo era esperada devido a acdo dos microrganismos e reacfes bioquimicas que levam a

reducdo do pH dos cotilédones durante a fermentacao.

Em outubro, o pH teve decréscimo significativo (p<0,05) entre os tempos 24 e 48 h e
também entre os tempos 72 e 96 h enquanto que em fevereiro as redugdes ocorreram de maneira
mais pronunciada nas primeiras 24 h. Schwan e Wheals (2004) explicam esse comportamento
pela atuacdo microbiana presente nos primeiros dias de fermentacédo, onde o pH é reduzido em
funcdo da producdo de &cidos organicos pelas leveduras e pelas bactérias laticas através da

producdo de &cido latico.

As bactérias do acido acético sdo as Ultimas espécies a serem encontradas durante a
fermentacdo do cacau e segundo Ho (2014) uma de suas funcGes é oxidar o etanol produzidos
pelas leveduras em &cido acético, aumentando a acidez do cacau. O pH entre o tempo 120 e 144
h em fevereiro aumentou de 3,76 para 4,04, sugerindo que pode ter havido uma menor atuacao

das bactérias acéticas que deixaram de acidificar o meio através da producao de acido acético
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ou que o etanol j& poderia estar em baixa quantidade no meio, fazendo com que a atuagdo das

bactérias acéticas ndo estivesse tdo intensa quanto nos tempos anteriores.

O pH é um importante parametro de qualidade do cacau. Afoakwa et al. (2008)
estabelecem que valores de pH mais altos do cacau no final da fermentacéo, entre 5,5 a 5,8, sdo
considerados ndo fermentados, ou seja, fermentacdo conduzida de maneira insatisfatoria, e que
valores de pH entre 4,75 e 5,19 asseguram uma fermentagdo e améndoas de cacau de qualidade.
De acordo com este parametro, os valores de pH neste estudo nos Gltimos dias de fermentacdo
em outubro e em fevereiro foram 4,12 e 4,04 respectivamente, indicando que as améndoas
foram bem fermentadas, porém, com uma acidez elevada. Este comportamento pode ser
explicado pelo método de fermentacdo realizado neste estudo, pois Saltini et al. (2013) afirmam
que fermentagbes conduzidas em caixas de madeira tendem a reduzir o pH da massa
fermentativa. Schwan e Wheals (2004) destacam que as améndoas de cacau provenientes do
Brasil tentem a ser mais acidas (pH 4,2) o que afeta seu posicionamento no mercado
internacional. Uma estratégia que pode ser adotada € a remogéo de parte da polpa antes da
fermentacdo, fazendo com que a acidez do cotilédone seja reduzida ao final da fermentacéo.

Na literatura encontram-se resultados de pH distintos e controversos, pois além de
muitos fatores alterarem o pH da fermentacao do cacau, alguns estudos mostram o pH da polpa
do cacau e outros da semente, trazendo resultados distintos e que podem causar confusdo. Para
a industria de cacau, o que importa € o pH da semente. Este comeca a sofrer modificacdo quando
0s microrganismos presentes na fermentacéo causam a morte do gérmen por meio da penetragédo
de etanol e &cido acético nos cotilédones, reduzindo o pH de 6,5 a 4,5 nas primeiras 96 h. Apos
esta reducdo, o pH sofre um ligeiro aumento até atingir o valor de 5,0 ao final da fermentacéo.
Essas alteracdes nos valores de pH e a velocidade com que essas reacdes ocorrem impactam
diretamente no sabor, onde observa-se que uma reducdo do pH para valores abaixo de 4,5 e de

maneira rapida, pode reduzir os precursores de sabor do produto final (SALTINI et al., 2013).

Em estudos de Rodriguez-Campos et al. (2011) encontraram na fermentacéo de cacau
no México valores de pH variando entre 6,4 a 4,5 durante oito dias de processo fermentativo,
enquanto que Brito (2017) encontrou valores de 6,56 e 5,13 durante os sete dias de fermentacao
na Amazonia brasileira. Na india, a fermentac&o de cacau realizada em caixas de madeira por
Sandhya et al. (2016) relevou valores de pH de 3,8 inicialmente e no dltimo dia de fermentacéo
de 54. A fermentacdo de cacau em caixas conduzida na Costa do marfim da variedade

Forastero por Visintin et al. (2016) revelou valores de pH de 4,3 no inicio da fermentacéo e 3,7
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no final da fermentacdo, exibindo acidez desde o inicio da fermentac&o, até o final. Brito et al.,
(2000) explica que o genotipo do cacau € um dos fatores que influencia no pH dos cotilédones
e Afoakwa (2016) relata que a variedade Forastero tipicamente apresenta baixos valores de pH

e sabor intenso.

A acidez total titulavel apresentou comportamento corroborativo com o pH, em que a
reducdo do pH durante a fermentacdo aumentou a acidez em ambas fermentacdes, sendo em
outubro a acidez inicial de 4,82 mEgNaOH 100/g e em fevereiro de 3,19 mEqNaOH 100/g.
Estes valores de acidez aumentaram a medida que as rea¢6es bioquimicas foram ocorrendo no
interior dos cotilédones, chegando em 24,05 mEqNaOH 100/g em outubro e 18,97 mEqNaOH
100/g no em fevereiro no dltimo dia de fermentacdo. Ambos valores de acidez (inicio e final da
fermentacao) sdo estatisticamente diferentes (»<0,05). Para Lopez (1983) os valores de 12 a 15
mEq NaOH 100/g sdo os valores requeridos pela industria de alimentos para améndoas
fermentadas e secas de cacau de qualidade superior. Para as améndoas fermentadas secas neste
trabalho os valores encontrados foram superiores a faixa indicada pela inddstria e
estatisticamente diferentes (p<0,05), com valores medios de 18,72 mEq NaOH e 20,01 mEq
NaOH. Segundo Lopez (1983), a acidez do cacau nédo é propria das sementes, mas sim adquirida
durante a fermentacdo quando os tecidos dos cotilédones absorvem acidos e outras substancias
produzidas por microrganismos envolvidos no processo. De acordo com Jinap, Thien e Yap
(1994), a secagem artificial de améndoas de cacau em regides produtoras como a Malasia tem
levado a obtencdo de produtos com elevada acidez e menor desenvolvimento de sabor, devido
ao curto periodo necessario até que a reducao de umidade requerida seja obtida. A acidez total
titulavel, que mede a concentracdo total de acidos no alimento, € um 6timo preditor para o sabor
(AFOAKWA, 2010). Araujo et al. (2014) encontraram valores de acidez em cacau de 18,71

mEq NaOH, semelhante aos resultados encontrados neste trabalho em outubro.

5.2.1 Anélise do componente principal (ACP) da temperatura da massa de fermentacdo, pH e

acidez total titulavel

A andlise do componente principal foi realizada para determinar a influéncia da
temporada do ano nos parametros temperatura da massa de fermentacdo, pH e acidez total

titulavel durante a fermentacéo e secagem de cacau.

Na Figura 7 verifica-se que os dois primeiros CPs explicaram 94,37% da variacao,
mostrando que o tempo 0 da fermentacdo apresentou maior influéncia na variacéo (88,87%) e

0 tempo 24 a segunda maior variacao (5,56%) dos parametros analisados.
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De acordo com a Figura 8, observa-se que a temperatura ambiente ndo sofreu influéncia

da temporada do ano pois em outubro e em fevereiro estas temperaturas se mantiveram no €ixo

positivo, enquanto que para os parametros pH e acidez total titulavel a temporada exerceu

influencia, ja que o pH e a acidez total titulavel se mantiveram em quadrantes opostos.
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Figura 7. Eigenvalue para analise de componentes principais da temperatura da massa de fermentacéo, pH e
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A andlise de similaridade foi realizada por meio de um dendograma para representar a
aglomeracdo e similaridades entre os ensaios. Utilizou-se também escala abaixo de 20 para a

formacdo dos grupos e observa-se que na Figura 9a que os tempos 24 e 48 h apresentaram
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maiores similaridades formando o grupo I, assim como os tempos 72, 96, 120, 144 h e o cacau
seco, que formaram o grupo Il de acordo com as suas similaridades nos parametros (temperatura

da massa de fermentacdo, pH e acidez total titulavel) e que sdo confirmados na Figura 9b.

24
48

o
tn

-
o
i

s
[¥,]
1

Distance
ra
=)

N
w

w
[=]
1

3.57

4.0-

Caomponent 1

-2.0- *0

Component 2

(b)

Figura 9.(a) Dendrograma utilizando a distancia euclidiana para todos os ensaios (b) Score com 0s grupos

formados ap6s anélise do dendograma.
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Observa-se com base no dendograma, que a distancia euclidiana comprovou a
formacdo de dois grupos distintos, o grupo | com os tempos 24 e 48 h e o grupo 1l com os
tempos 72 , 96, 120, 144 h. o tempo 0 h ndo apresentou similaridade com os outros tempos de
fermentacdo e por isso ndo formou grupos ou se agrupou nos grupos ja formados.

5.3 CARACTERIZAC}AO FISICA E QUIMICA DO CACAU AMAZONICO EM
OUTUBRO E EM FEVEREIRO

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores médios caracterizagdo fisica e quimica das

améndoas fermentadas e secas de cacau em outubro e em fevereiro.

Tabela 7. Valores médios da caracterizacdo fisica e quimica das améndoas fermentadas e secas
de cacau em outubro e em fevereiro.

PERIODO UMIDADE LIPIDIOS PROTEINAS CINZAS CARBOIDRATOS
(%) (%) (%) (%) TOTAIS (%)

OUTUBRO  4,22+0,14* 51,49+1,73* 18,88+0,46° 2,68+0,04% 22,71+1,52°
FEVEREIRO 4,20+0,08° 49,68+0,59* 17,96+0,56*° 2,60+0,04% 25,54+0,54°

* Médiastdesvio-padrdo com diferentes letras em uma mesma linha (maiusculas) ou em uma mesma coluna
(mindscula) diferem estatisticamente entre si (p <0,05, Teste de Tukey), base seca.

Os teores de lipidios médios em outubro e fevereiro foram 51,49% e 49,68%
respectivamente, e representam o principal macronutriente da composicao centesimal em 100
g de cacau seco e fermentado. As proteinas presentes nas améndoas em outubro e fevereiro
apresentaram cerca de 18% da composicao da améndoa. Todos 0s parametros (com excecdo de
carboidratos totais), ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p>0,05) quando
comparados em relacéo a temporada do ano, indicando que as condi¢des climaticas ndo exerceram
influéncia significativa sobre a sintese desses componentes das améndoas de cacau durante o

desenvolvimento dos frutos.

A diferenca estatistica significativa observada no conteddo de carboidrato nas
améndoas, pode ser explicada por Niether et al. (2017), que explica que o estresse abiotico
sofrido pelo cacaueiro em diferentes periodos do ano, como o0 aumento na indecéncia solar e
reducdo da disponibilidade de agua, é responsavel por respostas fisiologicas que podem gerar

diferenca na composicdo quimica dos frutos.

A quantidade de gordura é um parametro avaliado no indice de Qualidade do Cacau
(ARAUJO et al., 2014) e declara que a quantidade minima de lipidios em 100 g de amostra

deve ser de 30,77 g/100g. De acordo com este parametro, as améndoas de cacau fermentadas



59

nos dois periodos atendem a este critério visto que ultrapassam cerca de 60% da quantidade

minima indicada.

5.4 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
Na Figura 10 s&o apresentados os teores médios de fendlicos totais nas améndoas de
cacau nos tempos 0, 96 e 144 h de fermentacdo e seco apds a fermentacdo nos periodos em

outubro e em fevereiro.
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Figura 10: Teores médios de fendlicos (mg ECAT/Qg) totais em améndoas de cacau nos periodos em outubro e

fevereiro

Tabela 8. Valores médios dos compostos fendlicos totais mgeCAT/g:

COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Tempo (h) mg ECAT/g
OUTUBRO FEVEREIRO
0 38,68+0,02%8 46,43+1,53*
96 34,40+0,07°8 46,06+1,92*
144 32,12+0,44°8 36,63+0,31""
Seco 25,10+0,12% 30,89+0,75%

* Médiastdesvio-padrdo com diferentes letras em uma mesma linha (maidsculas) ou em uma mesma
coluna (minuscula) diferem estatisticamente entre si (p<0,05, Teste de Tukey), base seca.

Observa-se que o teor de compostos fendlicos em outubro e em fevereiro decaiu ao

longo da fermentacdo em 16,96% e 21,11% respectivamente e entre o tempo 144 h e o cacau
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seco esta reducdo foi de 21,87% em outubro e 15,87% em fevereiro. Do Carmo Brito et al.
(2017) também observaram reduc¢do de 31% no teor de compostos fendlicos do cacau ao longo
de fermentacdo realizada na Amazonia brasileira. J& estudos de Efraim et al. (2010) na Bahia
verificaram redugdo de 60% no contetdo fendlico ao final do processo fermentativo, valor
semelhante ao encontrado por Suazo, Davidov-Pardo e Arozarena (2013) (63%) na Nicaragua.
Esse comportamento de reducao dos compostos fendlicos ao longo da fermentacéo é explicado
por Forsthy e Quesnel (1958) através das reacBes de oxidacdo enzimatica dos compostos
fendlicos no interior da semente aliada também a difusdo de partes destes compostos através da
testa.

Tomas-Barberan et al. (2007) estudaram os compostos fendlicos do cacau de diferentes
variedades e localidades de producdo (Costa do Marfim, Coldmbia, Guiné Equatorial, Equador,
Venezuela, Peru e Republica Dominicana) e consequentemente, diferentes condicdes
ambientais, e observaram que o cacau proveniente de Equador apresentou maior teor de
compostos fendlicos, enquanto que o cacau da Republica Dominicana apresentou 0 menor teor
deste composto. Para os autores, a diferengca no teor de compostos fendlicos de cacau em
distintas areas de producao esta relacionada com fatores genéticos do cacaueiro e a fatores de

processamento que ocorrem na fermentagéo € secagem.

Neste estudo, em todos os tempos o teor de compostos fenolicos em fevereiro foi
superior ao teor encontrado em outubro, entretanto, comportamento distinto foi relatado por
Niether et al. (2017) que estudaram indicadores de estresse abiotico em diferentes sistemas de
producdo de cacau (monocultura e agroflorestais) em dois periodos do ano e perceberam que o
teor de compostos fendlicos foi maior na época mais seca (7,15 mg EG/g) do que na época
mais Umida (5,97 mg EG/g) e encontraram comportamentos semelhantes aos de Carrillo et al.
(2013) que avaliaram o conteudo de compostos fenolicos em diferentes altitudes, e
consequentemente, diferentes temperaturas ambientes, na Colémbia, onde em temperaturas
mais elevadas, o conteddo de compostos fendlicos foi maior (61,93 EG/g) quando comparado

a localidades em que as temperaturas sdo mais baixas (70,09 EG/g).

Bae et al. (2008) indicam que a elevacdo da incidéncia solar é proporcional ao aumento
dos teores de metabolitos secundarios de protecdo da planta, como os compostos fendlicos.
Kongor et al. (2016) apontam que outros fatores como a idade do cacaueiro e as composicoes

quimicas do solo podem influenciar na concentracdo de metabdlitos secundarios.
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Este comportamento divergente ao encontrado na literatura (Niether et al., 2017;
Carrillo et al., 2013), pode ser explicado também pela diminuicdo na sintese da enzima
polifenoloxidase nas améndoas de cacau em fevereiro, quando comparado com em outubro.
Desta forma na etapa de final da fermentacdo, onde os compostos fenélicos sdo oxidados
parcialmente pela polifenoloxidase, as améndoas de cacau fermentadas em fevereito sofreriam
menor influéncia da degradacdo enzimatica de compostos fendlicos que em outubro. Hansen et
al. (1998) afirmam que enzimas podem exibir diferentes comportamentos e estabilidades
durante a fermentacdo e podem ser inativadas por diversos fatores, como calor e acidez. Além
disso, Biehl (1982) alega que reacGes entre compostos de diferentes compartimentos, como a
que acontece entre a polifenoloxidase com os polifendis, podem ser impedidas pela fuséo de
vacuolos de lipideos, que desta maneira, impossibilita o contato entre enzima e substrato. Outro
fator que também deve ser levado em consideracdo € que no inverno Amazonico ocorre
incidéncia solar e temperaturas ambientes relativamente altas (somente 2,26 °C a menos que
em outubro), ou seja, mesmo neste periodo o cacaueiro recebe 92% de incidéncia solar do verédo
e pode produzir esses compostos secundarios de protecdo a planta. Com isso, € possivel
considerar que os compostos fendlicos no verdo (outubro) podem ser menores do que no
inverno (fevereiro), como encontrado nesta pesquisa.

Diversos autores (PAYNE et al., 2010; DA SILVA OLIVEIRA et al.,, 2011; DO
CARMO BRITO et al., 2017) acompanharam o contetdo de compostos fendlicos durante a
fermentacao e perceberam que este diminui consideravelmente ao chegar no final do processo
fermentativo. A pequena quantidade de polifendis encontrados no cacau ao final da
fermentacao e secagem se deve ao fato das complexas reacdes enzimaticas que ocorrem a partir
da quebra das membranas celulares, fazendo com que ocorra a oxidacdo dos polifenois pela
polifenoloxidase. Esta reacdo causa a mudanca da cor das sementes do cacau, de violeta a
marrom (MISNAWI et al., 2003). A coloracdo das améndoas de cacau fermentadas e secas € 0
principal parametro de qualidade utilizado pelas industrias de chocolate, que buscam cacau bem
fermentados, com coloracdo marrom e rejeitam cacau de cor violeta, pois indicam que a
fermentacdo ndo foi conduzida de maneira adequada, resultando em améndoas com sabor
amargo (HASHIM et al., 1998).

Mesmo que a quantidade de polifendis reduza drasticamente na améndoa que ira ser
beneficiada na indlstria e reduza mais ainda quando sdo feitos os sub produtos do cacau
(chocolate em barra, cacau em pé e outros derivados), esses alimentos sdo vistos como uma boa

fonte de antioxidantes fendlicos para algumas populacbes e € possivel controlar o processo
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produtivo de chocolates e preservar até 70% dos compostos fendlicos (JALIL e ISMAIL, 2008,
WOLLGAST e ANKLAM 2000). Além disso, Lee et al., (2003) provou que 0 cacau tem mais
compostos fendlicos e uma maior capacidade antioxidante do que produtos reconhecidos por
estas propriedades, como chas e vinho tinto.

Pode-se inferir também que as temporadas do ano apresentam influéncia no teor de
compostos fendlicos, pois estes foram distintos estatisticamente si (p<0,05) em todos 0s tempos

de fermentacédo para os dois periodos analisados.

5.5 PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os teores médios de catequina e epicatequina sdo apresentados na Figura 11 e Tabela 9.

—a— Catequina outubro
8,0 - —e— Catequina fevereiro
75 — —a— Epicatequina outubro
7,04 —v— Epicatequina fevereiro

mg/g

T0 T96 T144 Tseco
Tempo (horas)

Figura 11: Teores médios de catequina e epicatequina em améndoas de cacau em outubro e em fevereiro

Tabela 9. Valores médios de catequina (mg/g) e epicatequina (mg/g):

CATEQUINA EPICATEQUINA
Tempo mg/g mg/g
(h) OUTUBRO FEVEREIRO OUTUBRO FEVEREIRO
0 0,49+0,04%® 7,08+0,12* 1,14+0,04%® 5,83+1,44%
96 0,30+0,02® 0,77+0,00"™ 0,83+0,03® 4,87+0,33%"
144 0,41+0,03%4 0,34+0,06°* 1,37+0,04* 1,87+0,19°#
Seco 0,370,004 0,41+0,01* 0,53+0,01%® 1,12+0,01%
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* Médiastdesvio-padrdo com diferentes letras em uma mesma linha (maidsculas) ou em uma mesma
coluna (minuscula) diferem estatisticamente entre si (p<0,05, Teste de Tukey), base seca.
Os compostos fendlicos catequina e epicatequina decresceram ao longo da fermentacéo.
Em outubro o teor de catequina reduziu 24% e em fevereiro 94%, a epicatequina reduziu em
54% em outubro e 81% em fevereiro. Apesar da diferenca na redugdo destes compostos nas
temporadas analisadas, ndo foi observada diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre 0s
teores de catequina em ambas temporadas para as amostras fermentadas (144 h) e secas. Houve
diferenca estatistica significativa (p<0,05) no teor de epicatequina para as améndoas fermentadas
secas, sendo possivel entdo indicar que o comportamento de decréscimo de cada fendlico é
diferenciado e pode sofrer variagdo em funcdo da temporada do ano.

Outro aspecto importante é a diferenca estatistica significativa (p<0,05) destes
compostos no cacau in natura (0 h), pois foi observado que a catequina em fevereiro € 14 vezes
superior que em outubro, enquanto que a epicatequina encontrada em fevereiro € 5 vezes maior

do que em outubro.

A reducdo do teor de epicatequina tem comportamento similar ao encontrado por Brito
(2000), que reportou que esse é o substrato que mais decai durante a fermentagéo, por ser o

principal substrato da polifenoloxidase.

Essa reducdo no teor de catequina e epicatequina é comumente reportada (PORTER e
CHAN, 1991; ORTEGA et al., 2008; ALBERTINI et al., 2015; DWIJATMOKO et al., 2018)
por diversos autores. Kim e Keeney (1984) explicam que essa reducdo no teor de catequina e
epicatequina durante a fermentacdo ocorre ndo somente ao processo oxidativo, mas também
pela difusdo dos polifendis através da testa (casca da semente) pelo exsudado durante a

fermentacao.

De maneira geral (com exce¢do da epicatequina em outubro) foi observado que néo
houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os tempos 144 e seco em ambas
temporadas para 0os compostos analisados. Esse fendbmeno pode ser explicado pela baixa
atuacdo enzimatica durante a secagem, indicando que as enzimas responsaveis pela degradacéo
dos compostos fendlicos sdo sensiveis ao calor em que as améndoas de cacau sao submetidas

durante o processo de secagem (HANSEN et al., 1998).

Estudo realizado por Payane et al. (2010) encontraram reducdo de catequina e
epicatequina em 25% e 15% respectivamente, quando comparado o conteido desses compostos

fendlicos do cacau ndo fermentado e fermentado enquanto que Dwijatmoko et al., (2018)
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encontraram reducéo de 47% e 52% de catequina e epicatequina, respectivamente. E possivel
observar unanimidade na reducdo dos compostos fendlicos durante a fermentacdo de cacau,

porém, o comportamento deste decréscimo para cada fendlico é diferente.
5.6 PERFIL DE METILXANTINAS

Os teores médios de teobromina, teofilina e cafeina sdo apresentados na Figura 12 e
Tabela 10.

—=&— Teobromina outubro
19.8 - —e— Teobromina fevereiro

18,7 —a— Teofilina outubro
17,6 —w— Teofilina fevereiro
%gg ] —«— Cafeina outubro

—»— Cafeina fevereiro

mg/g
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T0 T96 T144 Tseco
Tempo (horas)

Figura 12. Teores médios de teobromina, teofilina e cafeina em améndoas de cacau em outubro e em fevereiro

Tabela 10. Valores médios (mg/g) de teobromina, teofilina e cafeina:

TEOBROMINA TEOFILINA CAFEINA
Tempo (h) OUTUBRO FEVEREIRO OUTUBRO FEVEREIRO OUTUBRO FEVEREIRO
0 17,64+0,18%®  18,63+0,20*  0,02+0,00®  0,06+0,00°*  3,35+0,00%®  5,84+0,44%
96 14,59+0,58%8  17,67+0,10**  0,35+0,01"  0,06£0,00°®  1,47+0,27°®®  3,36+0,12"*
144 13,23+1,94°"  9,44+0,25"  0,60+0,07**  0,31%0,02°®  2,24+0,13"*  1,09+0,00°®
Seco 8,50+0,18%*  8,37+1,54*  0,01+0,00**  0,00+0,00®  2,55+0,05°"  2,46+0,25°"

* Médiastdesvio-padrdo com diferentes letras em uma mesma linha (maidsculas) ou em uma mesma coluna
(minascula) diferem estatisticamente entre si (p<0,05, Teste de Tukey), base seca.

Os teores médios de todas as metilxantinas reduziram ao longo da fermentacdo em

ambos os periodos analisados. A cafeina em fevereiro foi o parametro analisado que mais sofreu
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reducdo durante a fermentacdo (58%), enquanto que em outubro essa reducdo foi de 24%. Em
relacdo a teobromina, a maior redugdo ocorreu em fevereiro (55%) e em outubro essa redugéo
foi de 52%. As metilxantinas ndo sofrem transformagdes quimicas durante a fermentacao,
porém, seu teor é reduzido por difusdo através da testa para o exterior das sementes (Camu et
al., 2008).

N&o houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) no teor de teobromina e cafeina
nas améndoas de cacau fermentado (144 h) e seco, indicando que a temporada do ano em que

0 cacau é cultivado e fermentado ndo exerce influéncia nesses parametros.

Dados desse estudo estdo de acordo com Matissek (1997), que relata que a teobromina
e a cafeina sdo responsaveis por aproximadamente 99% das metilxantinas e que a teobromina
é a principal metilxantina do cacau, enquanto que a cafeina esta presente em pequenas
quantidades e a teofilina em quantidades muito baixas ou simplesmente ndo se encontram nas
sementes de cacau. Para Zheng et al. (2004) a teobromina estd presente em maiores
concentragdes no cacau devido ela ser um dos precursores da via da cafeina (atraves de um
processo de metilacdo) e essa conversao de teobromina em cafeina € um processo lento. Ja a
razdo pela qual a teofilina aparece em quantidades menores ainda é devido a conversdo de

cafeina em teofilina através de uma reacéo catalisada por uma desmetilase.

Neste estudo encontrou-se resultados semelhantes de teobromina e cafeina aos estudos
realizados por Cuellar et al. (2018), enquanto que em comparacdo com estudos de Carrillo et
al. (2014) somente o conteudo de teobromina foi semelhante, pois o contetdo de cafeina deste
estudo foi maior do que encontrado por Carrillo e colaboradores, fato que pode ser explicado
pela diferenca de espécie de cacau utilizada na fermentacdo e o método de fermentacédo

estabelecido na fazenda.

5.7 METAIS PESADOS

Na Tabela 11 sdo apresentados os teores de Béario, Cadmio, Cobre e Chumbo nas

amostras de cacau fermentado e seco nos em outubro e em fevereiro na Amazonia.

Tabela 11. Teores médios de metais (mg/kg) de cacau fermentado e seco dos periodos verdo e
inverno

METAL (mg/kg) OUTUBRO FEVEREIRO
Bario (Ba) 3,420,67 <LD
Cadmio (Cd) <LD <LD
Cobre (Cu) 11,99 + 0,344 8,21 + 0,458

Chumbo (Pb) <LD <LD
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*Médiastdesvio-padrdo com diferentes letras em uma mesma linha (maitsculas) diferem estatisticamente entre si
(p<0,05, Teste de Tukey), base seca. LD — limite de detec¢do (Ba: 0,005; Cd: 0,064; Cu: 0,099; Ph: 0,257).

O cacau é majoritariamente produzido por paises em desenvolvimento ou
subdesenvolvidos e consumido principalmente em paises desenvolvidos (AFOAKWA et al.,
2011) por isso, faz-se necessario o estudo e identificacdo dos metais pesados que podem estar
presentes neste alimento consumido no mundo todo. A Agéncia Americana para Substancias
Toxicas e Registro de Doengas classifica os elementos quimicos bario, cddmio, cobre e chumbo
como potencialmente causadores de doencas e que oferecem risco a salde humana (ATSDR,
2004).

Foram analisadas amostras de cacau fermentado e seco (que ira ser processado na
industria de alimentos) nas temporadas do ano nos meses de outubro e fevereiro e observou-se
que o bario sé foi detectado em outubro (3,42 mg/kg), o cadmio e chumbo estavam abaixo do
limite de deteccdo. O cobre apresentou teor de 11,99 mg/kg em outubro e 8,21 mg/kg em
fevereiro estes resultados apresentaram diferenca estatistica significativa (»<0,05) o que indica

que a temporada do ano exerce influéncia no teor de cobre no cacau.

A Portaria n ° 685, de 27 de agosto de 1998, que estabelece os limites maximos de
tolerancia dos contaminantes inorganicos, determina que o limite de tolerancia para o cobre é
de 10 mg/kg para este tipo de alimento (BRASIL, 1998). O cacau fermentado em outubro
apresentou limite deste metal acima do estabelecido. Esta lei ndo estabelece valores para bario

nos alimentos.

Aikpokpodion et al. (2013) em estudo realizado na Nigeéria avaliaram os niveis de metais
presentes em semente de cacau Forastero, de diferentes estados produtores de cacau, devido a
larga utilizacdo de pesticida a base de cobre e detectaram limites entre 18-26 mg/kg de cobre,
abaixo do estabelecido pela Unido Europeia (50 mg/kg) e ndo encontraram contaminacao por
bario em nenhuma localidade estudada. De acordo com Loureiro et al. (2017) o limite maximo
de béario em cacau deve ser de 11,70 mg/kg, indicando que o cacau fermentado em outubro ndo

excedeu os limites deste metal.

5.8 COMPOSTOS VOLATEIS DAS SEMENTES DE CACAU DURANTE A
FERMENTACAO

Na Tabela 12 sdo apresentadas as concentracdes (%) dos compostos volateis de acordo

com o tempo de fermentacéo (0, 96, 144 h e seco) e temporadas do ano (outubro e fevereiro) e
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na Figura 13 sdo apresentados os comportamentos dos compostos volateis de acordo com sua

classe quimica.

Tabela 12. Concentracao (%) dos compostos volateis de acordo com o tempo de fermentacéo
e periodo climatico.

OUTUBRO (%) FEVEREIRO (%)

IR | Constituintes Oh 96h 144h  Seco Oh 96h 144h  Seco
761 | acetato de isobutila 1,42

801 | hexanal 54,73 27,16

837 | acetato de 2-pentanol 6,61 4,8 5,89 3,89 9,8 9,63
870 | acetato de isoamila 16,34 10,38 9,41 0,96 4,25 4,62
889 | 2-heptanona 193 295 388 | 3,21 448 6,15 514
894 | 2-heptanol 2,34 2,41 1,8 352 | 11,35 9,39 10,28 6,78
952 | benzaldeido 2,75 6,34 0,19 3,29 1,09 2,44
986 | 2-pentilfurano 5,39

988 | mirceno 0,6 2,44 0,93 6,24 3,09 2,4 6,75
997 | hexanoato de etila 0,5
1032 | (2)-B-ocimeno 0,15 1,45 0,37 1,56 1,09 0,95 3,3
1036 | fenilacetaldeido 11,62 39,07 3592 36,73 | 7,71 4469 36,49 2545
1059 | acetofenona 2,21 2,16 3,16 2,29 3,78 2,0 2,0 2,18
1067 | cis-6xido de linalol 0,44 1,19 2,08 1,71 0,31 1,48
1084 | trans-6xido de linalol 0,84 1,08 1,85
1087 | 2-nonanone 0,52 1,57 2,4 145 858 12,16 4,16
1095 | linalol 2,18 3,9 3,99 | 30,64 5 2,76 11,14
1097 | 2-nananol 0,72 1,24 4,2 2,76
1100 | nonanal 0,99
1106 | alcool feniletilico 0,75 0,47 0,35 0,16 0,3
1128 | allo-ocimeno 0,51 0,23 0,78 0,8 0,7 2,47
1169 | benzoato de etila 0,73 0,76 0,46 0,16 0,21
1196 | octanoato de etila 1,05 0,64 0,4 0,16 0,3
1200 | dodecano 0,22 0,24
1243 | fenilacetato de etila 2,08 2,03 1,5 0,49 0,7 0,81
1251 | acetato de 2-fenetila 6,64 8,09 15,38 0,34 1,22 4,68
1260 | (2E)-decenal 0,64
1264 | (E)-2-fenilbut-2-enal 0,17 0,22
1290 | indol 0,1 0,09
1300 | (82)-undecenal 0,77
1315 | (2E,4E)-decadienal 4,32 0,79
1389 | benzoato de butila 4,55
1400 | tetradecano 0,26 0,39
1433 | benzoato isoamilico 3,03 5,14 4,39 2,66 4,15
1476 | benzoato de 2-| 15,05 12,41

pentila
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1395 | decanoato de etila 0,4
1594 | dodecanoato de etila 1,08 0,54 0,06 0,23
1795 | tetradecanoato de 0,33 0,22
etila
1992 | hexadecanoato  de 1,19
etila
Classe
Esteres 15,05 4292 39,87 36,13 | 514 10,39 18,63 24,63
Aldeidos 73,07 4199 3592 4329 | 3585 4798 37,58 27,89
Alcoois 2,78 809 1057 957 | 41,99 19,06 158 21,55
Cetonas 221 461 7,68 8,57 8,44 1506 20,31 11,48
Outros 53 0,75 44 201 | 858 508 414 1315
Total 98,5 98,36 98,44 99,57 | 100 97,57 96,46 98,7
B Esteres
a) I Aldeidos
I Alcoois
I Cetonas
60 - I Outros
S
s
@
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Figura 13. Comportamento dos compostos volateis de acordo com a sua classe em outubro (a) e em fevereiro (b)

Nesta pesquisa foram encontrados na fermentacdo espontanea de cacau em dois
periodos distintos um total de 39 compostos agrupados em seis classes (Tabela 13). Os ésteres
estiveram em maior quantidade em nimero de compostos (15), seguido da classe dos aldeidos
(8), outros (7), alcoois (6) e cetonas (3). Quando se trata de concentracéo, os aldeidos estiveram
em maior concentracdo (188,15% em outubro e 148,51% em fevereiro), seguido dos ésteres
(133,97% em outubro e 59,09% em fevereiro), alcoois (31,01% em outubro e 98,4% em
fevereiro), cetonas (23,07% em outubro e 55,29 em fevereiro), e outros compostos (12,55% em
outubro e 30,95% em fevereiro). Um numero similar de compostos foi encontrado por
Rodriguez-Campos et al. (2011) atraves da fermentacdo espontanea de cacau Forastero no

Meéxico.

Na Figura 13 sdo apresentados os teores de aldeidos e ésteres, que foram os volateis
majoritarios na fermentacdo em outubro, enquanto que aldeidos e alcoois em fevereiro sdo 0s
principais componentes da fracdo volatil. Esse resultado indica que o perfil aromatico do cacau
é influenciado pela temporada do ano ja que apresentam comportamentos distintos. Os aldeidos
estdo presentes durante toda a fermentagéo, independente da temporada, j& os ésteres aparecem

também desde o inicio da fermentacdo e tem sua presenca crescente ao longo do processo
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fermentativo. Os alcoois presentes na fermentacdo em outubro apesar de estarem em pequenas
quantidades, apresentam comportamento também crescente, enquanto que em fevereiro o
comportamento € inverso, pois no inicio da fermentacdo este estdo em teores mais elevados,
depois reduzem e ocorrem flutuacbes ao longo da fermentagdo. As cetonas apresentam
comportamentos distintos nos dois periodos analisados, em outubro sua concentragdo inicia
baixa e é aumentada ao longo da fermentacdo, enquanto que em fevereiro ocorrem flutuacdes
dos seus teores. Quando se trata de outros compostos, como monoterpenos, hidrocarbonetos
etc, observa-se que estdo presentes em maiores quantidades em fevereiro do que em outubro e

apresentam flutuacdes em ambos os periodos.

Observa-se entdo a partir dos compostos majoritarios presentes no cacau fermentado e
seco (em negrito na Tabela 12), o cacau que é utilizado na industria de alimentos em outubro
apresentou caracteristicas sensoriais mais frutadas, floral e de mel, provenientes dos
componentes majoritarios dos aldeidos e ésteres, que estiveram em maiores concentra¢des nesta
temporada, enquanto que a fermentacao conduzida em fevereiro apresentou caracteristicas mais

doce/citrica, floral e de mel, provenientes dos componentes majoritarios dos aldeidos e alcoois.

Os aldeidos s@o encontrados com bastante frequéncia nos alimentos e apresentam limiar
muito baixo de aroma. Os aldeidos C3-C5, como propanal, butanal e pentanal, apresentam
caracteristica maltada/verde. Os C-5 de cadeia ramificada sdo encontrados na maioria dos
alimentos cozidos, além de frutas e legumes frescos, com notas de cacau maltado e amargo que
séo utilizados em aromas de malte e chocolate. Caracteristicas verdes sdo encontradas em C-6
e a medida que o cumprimento da cadeia aumenta, os aldeidos apresentem caracteristica
frutada, flora e gordurosa, dependendo da sua concentracdo no alimento (PARKER, 2015). De
acordo com Surburg et al. (2006) os alcoois de baixo peso molecular sdo precursores para a
sintese de aldeidos e ésteres. O aldeido majoritario na fermentacdo de cacau deste estudo foi o
fenilacetaldeido, presente em grandes concentraces em quase todos os tempos e periodos, com
excecdo do tempo zero em fevereiro. Afoakwa et al. (2008) relata que o fenilacetaldeido é um
derivado do catabolismo de aminoacidos realizado durante a fermentacdo de cacau. Outro
aldeido que esteve presente na fermentacdo do cacau em grandes concentrac6es foi 0 hexanal,
porém, s6 foi encontrado no tempo zero, dos dois periodos. Ozcan e Barringer (2011) relatam
que o hexanal, dependendo da sua concentragdo, apresenta odor verde-gorduroso ou de fruta
verde quando em baixas concentracBes e que sua sintese € a partir da oxidacao lipidica via

decomposicao do &cido linoleico.
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Os ésteres sdo formados a partir de alcoois e &cidos e apresentam papel significativo na
formacéo do sabor dos alimentos e seu aroma ird depender da sua estrutura molecular e da sua
conformagéo. Aqueles com baixo peso molecular, podem ser encontrados facilmente em frutas,
flores e bebidas fermentadas e apresentam como caracteristica aroma frutado, porém, a medida
que a cadeia aumenta, o odor pode ficar mais adocicado, metélico ou semelhante a sabdo
(GUICHARD, 2017). Os ésteres encontrados a partir da fermentacéo de cacau espontanea deste
estudo foram observados mais em outubro do que em fevereiro, e foram o benzoato de 2-pentila,
acetato de 2-fenetila e acetato de isoamila que apresentam odores de balsamo, rosa e frutado,

respectivamente.

Os alcoois sdo compostos que apresentam grande importancia na formacéo de sabor de
um alimento e estdo amplamente distribuidos na natureza e quase todos tem aromas desejaveis
e agradaveis. O seu grupo hidroxila determina a maioria de suas propriedades, mudando
completamente o odor quando ocorrem modificagdes neste grupo. Os alcoois de cadeia linear
séo abundantes nos frutos, aumentando frequentemente com a maturidade (PARKER, 2015).
Os alcoois de amila sdo encontrados no processo de fermentagdo do cacau e alguns deles séo
usados para avaliar o sabor e a fermentacdo do cacau (OBERPARLEITER e ZIEGLEDER,
1997). Nesta pesquisa, os principais alcoois encontrados foram o linalol e o 2-heptanol, com

caracteristica floral e doce/citrico, respectivamente.

As cetonas formadas através de oxidacdo e descarboxilacdo de acidos graxos, sao bem
conhecidas como odorantes de alimentos devido ao seu aroma semelhante a frutos secos
(GUICHARD, 2017) porem, segundo Surburg e Panten (2006) estas ndo apresentam grandes
interferéncias na formacdo do sabor final dos alimentos. O composto 2-nonanone foi o
majoritario deste grupo e esteve presente nos estagios finais da fermentacdo, somente em
fevereiro e apresenta caracteristica floral. Ramli et al. (2005) confirma que este composto esta
presente nas etapas finais da fermentacédo e que pode ser utilizado como indicador de qualidade

no processo posterior a fermentacéo e secagem.

Cevallos-Cevallos et al. (2018) reportam a correlacdo do linalol e 2-nonanone com
cacau fino, pois estes compostos foram encontrados em cacau Criollo, que é utilizado para
confeccdo de subprodutos de cacau de maior valor comercial e esses compostos foram
encontrados em altas concentracfes na fermentacdo de cacau em outubro (linalol 2,4% e 2-

nonanone 3,99%) e em fevereiro (linalol 4,16% e 2-nonanone 11,14% deste estudo.
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O sabor do cacau e de seus subprodutos é fortemente influenciado ndo somente pelo
genotipo do cacaueiro, mas também pelas reagdes quimicas e microbianas que ocorrem durante
a fermentacio e o processamento industrial. E durante a fermentacdo e secagem das améndoas
de cacau que sdo formados os precursores de sabor e aroma. A torragéo, etapa subsequente da
secagem e que ocorre nas inddstrias, também é essencial para formacao do cacau de qualidade
(SCHMARR e ENGEL, 2012) e para Kongor et al., (2016) os compostos volateis das améndoas
de cacau sdo considerados os indicadores mais importantes para avaliacdo da qualidade do
cacau e sdo influenciados também por fatores como condicGes climaticas de crescimento do

cacaueiro e composicéo do solo.

Aprotosoaie, Luca e Miron (2016) classificam as améndoas em cacau fino e cacau a
granel. O cacau fino apresenta percepgdes aromaticas mais refinadas e bem definidas e séo
utilizadas em subprodutos mais caros. J& o cacau a granel, sdo améndoas que vao ser utilizadas
industrialmente em producdo de larga escala, que apresentam o valor de venda mais baixo

devido ndo apresentarem caracteristicas sensoriais superiores.

O cacau fino ¢é proveniente das variedades Criollo, Trinitario e Nacional e é produzido
principalmente nos paises da América Latina e apresenta notas aromaticas suaves, enquanto
que o cacau a granel é da variedade Forastero e produzido por paises da Africa, responsavel
pela maior parte da producédo de cacau no mundo, e apresenta caracteristica sensorial mais forte
(CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2018).

Cevallos-Cevallos et al. (2018) avaliaram as mudancas dos compostos volateis durante
a fermentacdo do cacau fino e a granel e observaram que o perfil aromatico muda de acordo
com a variedade do cacau utilizado. O cacau Criollo foi caracterizado com aromas florais,
frutados e amadeirados devido aos componentes majoritarios linalol, epoxilinalol,
benzenetanol, acetato de pentanol, germacreno, copaeno, aromadendreno, 3,6-heptanodiona,
butanal, 1-fenil etenona, 2-nonanona e 2-pentanona. Ja o cacau Nacional produziu volateis com
os aromas frutados, verdes e amadeirados caracteristicos, por acdo dos compostos 2-nonanona,
3-octen-1-ol, 2-octanol acetato, 2-undecanona, valenceno e aromadendreno. Enquanto que o
cacau Forastero produziu volateis aromaticos com notas florais e doces, devido aos compostos
epoxilinalol, acido pentandico, benzeneacetaldeido e benzaldeido estarem presentes de forma
majoritaria. Neste estudo citado, estabeleceu-se os compostos valenceno, aromadendreno,

germacreno, 1,3 ciclohexadieno e octacosano como 0s responsaveis pela caracterizacdo do
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cacau fino e a fermentagdo conduzida com cacau Forastero apresentou niveis insignificantes

destes compostos.

Para Schwan e Wheals (2004) é de suma importancia controlar o tempo de fermentacéao
de cacau para evitar a formacdo de compostos volateis desagradaveis (off flavors) que podem
ser encontrados caso a fermentacdo ultrapasse 0 tempo necessario, pois 0 excesso de
fermentacdo pode levar a um aumento significativo de bacilos e fungos filamentosos que
produzem os off flavors. Lopez e Quesnel (1971) relacionam bactérias aerébicas formadoras de
esporos como uma das responsaveis pela acidificacdo da fermentacdo e consequentemente, a
formacdo de off flavors. Além disso, outras substancias como o &cido acético e latico, 2,3-
butanodiol e tetrametilpirazina séo prejudiciais para o sabor de chocolate e séo produzidas por

Bacillus spp.

Aromas rangosos, cerosos ou sulfurosos séo potencialmente prejudiciais ao aroma do
cacau e sdo provenientes de acido propanoico, ciclohexanol e tiobis-metano, relatado por
Cevallos-Cevallos et al. (2018) como resultado do excesso de fermentacao do cacau Criollo. Ja
a variedade Nacional produziu as substancias tiobis-metano e naftaleno relatados como aroma
de enxofre e pungente, e 0 cacau Forastero produziu &cido butanoico, acido hexanoico,
piridina, &cido heptandico e acido peracético, que sdo relatados como indesejaveis por
apresentarem aromas de gordura e ranco. Neste estudo, ndo foram encontrados esses compostos

considerados off-flavors.

Durante as ultimas quatro décadas, muito se estudou para a obtencao de substancias com
sabores naturais via processos microbianos e enzimaticos. Porém, apenas uma parte desses
processos sdo utilizados em escalas industriais por ndo serem economicamente viaveis, pois 0s
produtos resultantes sdo muito caros para as aplicaces de sabor e aroma. Espera-se que com 0
desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, como a metabolémica, que relne a quimica e a
biologia celular, incluindo a genética, a fabricacdo de substancias naturais de sabor por
fermentacdo de uma fonte de aglUcar usando microorganismos geneticamente modificados
possa ser uma promissora maneira de obtencdo de produtos acessiveis e sustentaveis
(TAYLOR, 2002).

5.8.1 Analise do componente principal (ACP) dos compostos volateis majoritarios
Na Figura 14 observa-se que os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2)
continham informac@es importantes e explicaram 84,47% da variancia total. Os compostos

hexanal e fenilacetaldeido sdo duas respostas representativas da variacdo da temporada do ano
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na fermentacdo do cacau (Figura 15). O hexanal esta no eixo negativo do grafico do PC1 (Figura
15), isso pode ser explicado pela reducdo da concentracdo deste composto no final da
fermentacdo tanto em outubro (de 54,73% a 0%) como em fevereiro (de 27,16% a 0. J& 0
fenilacetaldeido esta no eixo positivo do gréfico pois seu teor aumentou em outubro (de 11,62%
para 36,73%) em fevereiro (de 7,71% a 25,45%).
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Figura 14. Eigenvalue para analise de componentes principais.
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Figura 15. Score para as componentes principais PC1 (51,082%) e PC2 (33,385%).

O dendrograma reforca a analise dos componentes principais (ACP), o qual utiliza a

distancia euclidiana que se define como a andlise hierarquica (ACH) para representar a
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aglomeragéo feita em uma escala de 5 a 50 e mostrar as similaridades entre os ensaios que estao
na base do dendrograma (abaixo de 20 foi considerada o ideal para a formacéo destes grupos).
Dessa forma, o dendograma (Figura 16a) mostra a formagdo dos grupos que apresentam as
maiores similaridades dentre as amostras estudadas, a saber: o grupo I (acetato de 2-fenetila e
acetato de 2-isoamila) e o grupo Il (2-nanone, 2-hepanol e benzoato de 2-pentila) que sdo

confirmados na Figura 16 b.
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Figura 16 — (a) Dendrograma utilizando a distancia euclidiana para todos os ensaios (b) Score com 0s grupos

formados apos analise do dendograma.
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6 CONCLUSOES

Estudar a fermentagdo de cacau em diferentes temporadas do ano é de suma importancia
para entender como esses fatores influenciam na composicao fisico-quimica e sensorial do
cacau fermentado na Amazodnia, e, a partir dessas informagdes, buscar reconhecimento e

valorizagéo pela sua qualidade.

A temporada do ano exerceu influéncia sobre a temperatura, pH e acidez da massa
fermentativa, especialmente nos tempos iniciais. Esses resultados encontrados podem indicar
diferenca populacional microbiana nos periodos estudados, j& que se sabe que os

microrganismos também interferem na temperatura da fermentacédo, pH e acidez das sementes.

Os teores de catequina. epicatequina e metilxantinas reduziram ao longo da
fermentagdo, no entanto de forma distinta ao relatado na literatura as concentragdes de
catequina e epicatequina nas sementes ndo fermentadas apresentaram valores superiores em

fevereiro.

A temporada do ano tambem exerce influéncia no perfil aromatico, pois em outubro as
sementes apresentaram maiores concentracGes de aldeidos e ésteres, resultando em notas
sensoriais mais frutadas, florais e de mel, enquanto que em fevereiro por influéncia de aldeidos
e alcoois que estiveram em maiores concentracdes, apresentaram notas sensoriais doce/citrica,
florais e de mel. Foram encontrados compostos relacionados com cacau fino, como 2-nonanone
e fenilacetaldeido em ambas as temporadas, porém, em concentragdes maiores em fevereiro,
indicando que este periodo é mais propicio ao fornecimento de cacau com compostos

aromaticos superiores. Nao foram encontrados off-flavors neste estudo.

Sugere-se que a industria concentre esforcos para entender melhor como os fatores
ambientais influenciam na fermentacdo do cacau para melhorar as etapas que ocorrem nas
fazendas produtoras, assim como a identificacdo através de técnicas moleculares para
identificar os microrganismos presentes na fermentacdo de cacau amazonico, para que sejam

produzidos chocolates com cepas de microrganismos especificas da nossa regido.
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ANEXO |
CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CGEM
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Figura 17: Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 0 h em outubro
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Figura 18: Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 96 h em outubro
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Figura 19: Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 144 h em outubro
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Figura 20: Cromatograma de amostras de semente de cacau fermentado e seco em outubro
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Figura 21: Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 0 h em fevereiro
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Figura 22: Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 96 h em fevereiro
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Figura 23: Cromatograma de amostras de sementes de cacau do tempo 144 h em fevereiro
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Figura 24: Cromatograma de amostras de semente de cacau fermentado e seco em fevereiro



