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RESUMO

DE MIRANDA, ADRIANE FERREIRA. Otimizacdo do Beneficiamento das
améndoas de cacau Amazonico, da localidade de Icarucaua, Municipio de Igarapé-
Miri, Estado do Pard. 2019. Trabalho de conclusdo de curso (Graduagdo em
Tecnologia de Alimentos) — Universidade do Estado do Para, Belem, 2019.

A América do Sul da qual o Brasil acompanhado de outros paises fazem parte, é
a regido biogeografica de elevado indice de Biodiversidade no planeta. Na regido
Amazonica, 0 nordeste paraense possui uma expressiva plantacdo do fruto de cacau
(Theobroma cacao L.), 0 que o tornou objeto de estudo neste trabalho. A fermentacéo
dos frutos é uma das etapas importante do beneficiamento da cultura de cacau por
apresentar um ambiente propicio a atividade e proliferacdo de fungos e enzimas que
hidrolisam e oxidam a polpa do cacau, produto este extraido da parte comestivel do
fruto e que contém nutrientes necessarios para dar inicio a atividade da fermentacao, por
isso, torna-se o cendrio ideal ao desenvolvimento dos precursores que fornecem
interacdes com as ligacBes entre substratos e compostos quimicos que incidem no
alcance sensorial, desenvolvendo forga substancial propulsora do flavor. As leveduras
sdo unicelulares que habitam em profusdo nos habitat alimentos, onde ha presenca de
substratos com pH 4cido, carboidratos, lipidios, etc. Com isso o trabalho teve como
objetivo a otimizacdo do processo de Fermentacdo das améndoas do cacau, utilizando
Fermentador Sustentivel; formulando o caldo alternativo para a multiplicagdo na
biomassa da células start do coquetel final obtido com o processo da Fermentagéao
inicial (f;) e Pallet para Secagem, com intuito de alcangar um processo otimizado do
beneficiamento dos Nibs. Os resultados foram analisados com o programa de estatistica
R, para comparar os valores médios das andlises fisico-quimicas e microbioldgicas das
amostras coletadas durante 0 monitoramento das etapas: Fermentacdo inicial (Fo) e final
(F1); Secagem inicial (so) e final (s1); Torracdo a 170 °C; Temperatura °C, pH, ° Brix,
Umidade (%), Cinzas (%), Proteinas (%), Lipidios (%), Microbiologia (UFC) desde a
Fermentacdo in loco, in Icarucaua (fp), ensaios sem (f;) e com indculo start (f3) em
fermentador sustentavel. Os resultados encontrados foram a reducdo do tempo de
fermentacdo de 7 para 5 dias, sustentado com aumento no pH 5,19 e declinio do °Brix
no 5° dia, maior disponibilidade para Compostos Fenélicos 331,5 mg.AG. g e
Atividade Antioxidante 148,5 pmol.Trolox.g o que permite concluir que a Otimizagéo
efetuada obteve Nibs com disponibilidade bioquimica melhores que o ensaio de
Beneficiamento convencional.

Palavra Chave: Cacau. Biodiversidade. Fermentacao.



ABSTRACT

DE MIRANDA, ADRIANE FERREIRA. Optimization of the processing of Amazonian
cocoa almonds, from Icarucaua, lgarapé-Miri, State of Pard. 2019. Final Paper
(Graduation in Food Technology) - State University of Parg, Belém, 2019.

South America, a region of which Brazil and other countries are part, is one of the
biogeographic regions with the highest biodiversity index on the planet. The Amazon
region, specifically the northeast of Pard, has a significant planting of cocoa
(Theobroma cacao L.), which became the object of study in this work. Fruit
fermentation is one of the important stages of cocoa cultivation because it provides a
favorable environment for the activity and proliferation of fungi and enzymes that
hydrolyze and oxidize cocoa pulp. oxidize cocoa pulp, which is extracted from the
edible part of the fruit and contains nutrients needed to start fermentation activity,
Therefore, it becomes the ideal setting for the development of precursors that provide
interactions with the bonds between substrates and chemical compounds that affect
sensory range, developing substantial flavor-driving force. Yeasts are unicellular
organisms that inhabit the food habitats, where there are substrates with acidic pH,
carbohydrates, lipids and etc. This work aimed to optimize the process of fermentation
of cocoa beans using a Sustainable Fermenter by formulating alternative broth for
multiplication in cell biomass start of the final cocktail obtained with the process of
Initial Fermentation (f1) and Pallet for Drying, in order to achieve an optimized process
of Nib processing. The results were analyzed with the R statistical program, to compare
the average values of the physicochemical and microbiological analysis of the samples
collected during monitoring of the steps: Initial (FO) and final (F1) fermentation; Initial
(s0) and final (s1) drying; Roasting at 170 ° C; Temperature ° C, pH, ° Brix, Moisture
(%), Ash (%), Protein (%), Lipids (%), Microbiology (CFU) from In-Place
Fermentation, in Icarugaua (f0), Assays without (f1) and with inoculum start (f3) in
sustainable fermenter. The results were: reduction of fermentation time from 7 to 5
days, sustained with increase in pH 5.19 and decline of °Brix on day 5, greater
availability for phenolic compounds 331.5 mg.AG. g-1 and Antioxidant Activity 148.5
pmol.Trolox.g which allows us to conclude that the Optimization performed obtained
Nibs with better biochemical availability than the conventional Beneficiation assay.

Keyword: Cocoa. Biodiversity Fermentation.
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“A produgdo de cacau do Para é de 132 mil t/ano e atualmente ¢ o maior
produtor do Brasil”, (Governo do Estado do Para, 2019). O consumo do cacau oscila de
acordo com os de costumes de cada regido de origem, sendo consumido in natura ou na
forma de subprodutos como chocolate, achocolatado, chocolate em po, licor fino,
bebida fermentada e calda a base do chocolate. Estes derivados do cacau também sdo
muito consumidos em produtos de confeitaria por serem utilizados como matérias
primas na elaboracéo de bolos, sorvetes, mousses e etc. (OLIVEIRA, 2015).

O sabor do chocolate ndo existe naturalmente nas sementes de cacau, consumido
universalmente por conter aspecto sensorial exclusivo, pelos quais as sementes tornam-
se améndoas de cacau ao serem submetidas a uma série de reacBes quimicas, que
iniciam desde o tratamento pés-colheita do fruto até a obtencdo do produto, como a
selecdo de frutos aptos a serem submetidos a Fermentacao; Secagem, Torracao e demais
processos envolvidos na fabricacdo dos diversos produtos derivados do cacau
(SANTOS, 2012; MARTINHO et al., 2012; GARCIA e MORETA, 2013).

O desenvolvimento do flavor do produto final é influenciado pela constituicdo
genética das sementes, aplicacdo de Otimo e seguro tratamento nas etapas do
Beneficiamento (DEUS, 2015; RAMOA JUNIOR, 2011; BRITO, 2013), por conter
nutrientes multiplos tais como agua, pectina, agUcares, amido, lipidios, proteinas, sais
inorganicos, compostos bioativos tais qual a teobromina, cafeina, triptofano, taninos,
antocianinas, segundo “SANTOS, (2013); INSTITUTO ADOLFO LUTZ, (1976);
OLIVEIRA, (2015); LEITE, (2012)”.

Dos efeitos benéficos que o chocolate propicia a sadde, temos uma potente
atividade antioxidante que atua na prevencao de reacOes oxidativas e de formacédo de
radicais livres, bem como na protecdo contra danos ao DNA das células, causadores de
toxidade hepatica, dependendo da dose e do tipo de nutriente ingerido, sdo inibidores da
transcriptase reversa em HIV, podem agir como anti-inflamatorios e cicatrizantes, séo
compostos facilmente oxidaveis por enzimas ou por metais, como cloreto ferrico
(FeCl3) o que ocasiona o escurecimento das améndoas, possuem pectina que contém
fibras soluveis inibidoras, destacando-se como agentes anticarcinogénicos (PETRILLI,
2015; EFRAIM et al., 2006; ALVES et al., 2010; CARPER, 1995).

As etapas de Fermentacdo e Secagem estdo inclusas na sequéncia de operacfes
relacionadas ao processo de Beneficiamento das sementes de cacau e que em conjunto,

corroboram para a elevagéo da qualidade final das améndoas e do produto final, uma
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vez que seja de vital importancia, pois atuam como a principal matéria prima na
elaboracdo de uma variedade de produtos derivados do cacau, e que nenhum outro
processamento posterior é capaz de corrigir falhas nestas etapas iniciais de
Beneficiamento (BRITO, 2013; ENGELHARDT, 2016).

As préticas agricolas em conjunto com as técnicas dos produtores tradicionais, a
localizacdo geogréfica, o sistema de Fermentacdo e o grau de maturacéo dos frutos séo
os fatores que incidem diretamente no 6timo desenvolvimento do ambiente que propicia
o desenvolvimento das leveduras, estas que sdo as responsaveis por iniciar o processo
de degradacdo da polpa que circunda as sementes de cacau durante a Fermentacao
(SERRA et al., 2016; DE ALMEIDA, 2013; SANTQOS, 2013).

Portanto, foi proposto neste trabalho a insercdo de um Fermentador Sustentavel;
Coquetel start obtido no processo da Fermentacdo inicial (f;) e Pallet para Secagem,
objetivando o melhoramento e a padronizacdo do processo fermentativo para obtencao
de uma matéria prima final de qualidade, exacerbada, e uma alternativa acessivel para
0 Beneficiamento do cacau, corroborando para agregacdo de valor da cadeia produtiva

do cacau na regido Amazonica Paraense.

2. OBJETIVO GERAL
Este trabalho teve como objetivo a otimizacdo do processo de Fermentacdo das

améndoas do cacau, utilizando Fermentador Sustentavel; coquetel start obtido no

processo da Fermentacdo inicial (f;) e Pallet para Secagem.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e A construcdo de um fermentador;
e Selecdo de células leveduriformes starts associadas a fermentacdo das améndoas

(cultura pura), multiplicada em caldo nutritivo alternativo e inocular no processo
para a Otimizacao da Fermentacéo;

e Controle da temperatura, pH e solidos solUveis totais durante o processo
fermentativo;

e Determinacdo do teor de Compostos Fendlicos Totais, Hidroximetilfurfural
(HMF) e atividade antioxidante;

e Determinacdo da atividade enzimética (Polifenoloxidase, Peroxidase e Pectina-

Metilesterase) durante o processo fermentativo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1  Theobroma cacao L.
“O Brasil exporta cacau em améndoas desde 1961. Em 2012, o pais exportou

US$ 250,3 milhdes em cacau e 53,5 mil toneladas”, (MDIC, 2013). O que faz deste
fruto um alimento de exacerbada exceléncia, ao que se remete a potencial econémico
para a Amazoénia Paraense.

“O termo Theo (Deus) broma (alimento) advém da lenda asteca que se refere ao
fruto como um alimento dos deuses”, (OETTERER et al., 2006). “Pertencente a familia
Sterculiacea, arvore de cultura perene, nativa das matas equatoriais da regido
Amazonica, América do Sul e Central” (CRUZ, 2012; SANTOS, 2010; DEUS, 2015;
PEREIRA, 2013). Os frutos de cacau fornecem a matéria prima para a elaboracdo do
chocolate, produto altamente energético e mundialmente consumido (LEITE, 2012;
CAVALCANTE, 2010; MAKI, 2006) o que faz deste fruto um dos mais ricos, dentre as
inimeras riquezas naturais da Amazénia.--.

O cacau firma-se como um alimento apreciado por sua singularidade de aspecto
sensorial e nutricional benéfica ao metabolismo humano, sendo sua composicdo de
pericarpo (casca) e polpa carnosa (Figura 1), com varia¢do na forma, tamanho e cor. Os
frutos da regido Amazoénica sdo caracterizados por serem angulosos e elipséides, com a
testa recoberta por uma quantidade menor de polpa comparado as sementes, sendo esta
de coloragcdo branca, adocicada e levemente acidificada (OETTERER, 2006;
CAVALCANTE, 2010).

FIGURA 1 — llustracdo do Fruto do cacau.
Fonte - Autor, 2019.

A composic¢do nutricional do fruto indefere de acordo com o tipo genético do
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cacaueiro, condi¢des climéticas, estacdo da colheita, integridade dos frutos, grau de
maturacdo e eficiéncia do processo de Beneficiamento das améndoas (LLERENA,
2016; SANTOS, 2010).

3.2 Fermentacéo do cacau

A Fermentacdo € um processo metabolico exotérmico onde ha produgdo de
energia na forma de calor, devido a complexas reacfes que culmina na morte do
embrido, com isso os compostos fenolicos entram em contato com as enzimas
polifenoloxidase e glicosidase presentes das sementes, ocasionando reacdo de oxidacao,
complexacdo com proteinas e formacdo de pigmentos, como as quinonas (DIAZ, 2016).

O processo fermentativo é antigo e tradicionalmente aplicado para produzir,
conservar e/ou modificar o flavor desagradavel, adstringente e amargo das améndoas,
caracteristico da transformacdo tecnoldgica do cacau em chocolate e dos diversos outros
produtos andlogos do cacau (AMORIM, 2005; PRADO, 2007; SANTOS, 2010;
SERRA et al.,, 2016). A matéria organica exposta ao processo € um sistema de
moléculas complexas, mas sao sintetizadas a outras moléculas mais simples, devido a
acdo incessante de certos microrganismos denominados fermentos, estando intrinseco
ao alimento in natura (NELSON e COX 2014; ALMEIDA et al., 2011).

A degradacdo dos carboidratos que circunda a polpa mucilaginosa, inicialmente
ocorre em anaerobiose, com a conversdao da glicose em outros compostos organicos,
expelindo subprodutos como alcool e CO,, pela acdo incessante de microrganismos
como leveduras, bactérias acéticas e bactérias lacticas (DIAZ, 2016; LLERENA, 2016;
RAMOA JUNIOR, 2011), acarretando inimeras transformacdes bioquimicas, com o
proposito de obtengdo de energia na forma de ATP.

Entre os parametros que compdem e contribuem para o processo fermentativo
estd a temperatura, a acidez em que se encontram as sementes, o intervalo de tempo que
desencadeia todo o processo e principalmente a capacidade de degradacdo das
leveduras, juntamente com a microflora que constitui o ambiente em que o fruto é
submetido (CRUZ, 2012). O ambiente que favorece a Fermentacdo esté relacionado a
presenca de substratos formados pela contaminagdo com microrganismos endofiticos
(MAKI, 2006), contaminantes naturais da planta e fungos ndo causadores de danos ao
hospedeiro (Colletotrichum spp). Algumas espécies de microrganismos crescem e se
proliferam, outras sdo mortas por conta da disputa por nutrientes, das condigcOes
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ambientais do sistema o qual estdo dispostas, do tipo de Fermentacédo, e outros fatores
como pH, temperatura, carboidratos, aeracdo, etc (MIGLIARI, 2001).

O Beneficiamento das sementes é responsavel pela reducéo significativa dos
polifendis sollveis, presentes na semente de cacau fresca, concomitantemente a reducao
na adstringéncia, visto que inimeros e distintos compostos volateis e ndo volateis, tais
como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, acidos carboxilicos, pirazinas e agucares sdo
produzidos em decorréncia da atividade microbiana durante a Fermentacdo do cacau
(DEUS, 2015; EFRAIM et al., 2010).

3.3 Reacgéo de Maillard

Durante todo o processo de Beneficiamento das sementes, acontecem reagoes
desejaveis para que ao final, as améndoas desenvolvam o flavor convencional e peculiar
do chocolate. Nas ultimas etapas do processo estdo a secagem e a torracdo, aonde ocorre
a reacdo de Maillard desencadeada pelas altas temperaturas. A reacdo de Maillard €
uma reacdo quimica de escurecimento ndo enzimatico que envolvem vérias etapas, e
que tem inicio com a reacdo do amino grupo de aminoacidos, peptideos ou proteinas
com o grupo hidroxila envolvido na ligacdo glicosidica de aclcares redutores como
glicose, maltose e lactose, e termina com a formacéo de pigmentos marrons chamados
de melanoidinas. As melanoidinas sdo polimeros nitrogenados marrons de baixo peso
molecular responsaveis pelo gosto, cor e aroma dos alimentos (NESPOLO et al., 2015).

A despigmentacao das améndoas do cacau € provocado pela reacdo e interacdo
do grupo amina com acucar redutor (aldeido), um monossacarideo, via condensagdo do
grupo carbonila com a amina (ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio do
grupo amina); seguida da eliminacdo de agua e formacdo da glicosilamina. Para que
esta reacdo acontega deve existir condi¢Oes apropriadas e sua velocidade depende de
diversos fatores, como temperatura (> 40 ° C), atividade de agua (aw), pH do meio (ha
faixa de 6 a 8), umidade relativa (30 a 70 %), acucar redutor, quantidade de oxigénio,
presenca de metais, fosfatos e dioxido de enxofre, (RIPPER, 2015; NESPOLO et al.,
2015; SILVA et al., 2014).

De acordo com Nespolo et al. (2015) a reacdo de Maillard envolvem vérias
etapas: 1) As etapas iniciais sdo de condensacdo, envolvendo a formacdo de
glicosilamina (base de Schiff) e, a seguir de cetosamina (quando o agtcar é uma aldose)

pelo rearranjo de Amadori ou aldosamina (quando o aglcar € uma cetose) pelo rearranjo
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de Heyns.

2) As etapas intermediarias sdo de desidratacdo e degradacdo do amino-agucar
responsavel pela enolizagdo, com formagdo de varios compostos a-dicarbonilicos
(Degradacdo de Strecker) responsaveis pelo flavor caracteristico dos alimentos.

3) Nas etapas finais 0s compostos formados nas etapas anteriores sofrem condensacao e
polimerizagdo, com a producdo de melanoidinas e outros compostos de baixo peso
molecular como hidroximetilfurfural, maltol, piridinas e furanos, responsaveis pelas
caracteristicas sensoriais como cor, sabor e aroma (FENNEMA et al., 2010).

A reacdo de Maillard poderéa ser desejavel como no caso do pdo, café, améndoas onde
produz a cor e o sabor caracteristicos do produto; ou prejudicial, quando estas
caracteristicas sdo alteradas ou ocorrem perdas de proteinas utilizaveis pelo homem,
devido ao aumento do consumo de alimentos industrializados que, em geral, sofreram
processamento térmico (SHIBAO E BASTOS, 2011).

3.4 Enzimas

As enzimas sdo moléculas de proteinas produzidas por vegetais e microrganismos,
possuem alta massa molecular uma vez que catalisam reacdes em sistemas bioldgicos,
aumentando a velocidade de uma reacdo quimica, estdo associadas a biomoléculas por
conter elevado poder catalitico, atuando também como reagentes altamente
especializadas, ou seja, participam da digestdo, respiracdo, metabolismo e manutencao
dos tecidos (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011; LIMA, 2001).

Dentre as aplicagbes industriais, envolvendo as enzimas, estas podem ser
utilizadas na otimizacao de processos fermentativos, na modificacdo de alimentos e em
outros processos industriais, possibilitando a obtengdo de produtos com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais LIMA (2001). Nos alimentos, as enzimas
poligalacturonase, ou desmetoxilacdo e pectinametilesterase (PME) catalisam reagdes
que reduzem a consisténcia da polpa do cacau por despolimerizacdo, as enzimas
oxidativas, polifenoloxidase e peroxidase, degradam vitaminas e minerais que reduzem
as propriedades vitaminicas das substancias; A enzima ascorbicoxidase, atua quando o
teor de vitamina C tende a diminuir durante o processo de estocagem de frutas e
hortalicas minimamente processadas, devido acdo das enzimas oxidantes, (SKOOG et
al., 2015).
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As formas quimicas de certos pigmentos sdo demasiadamente alteradas em
condigdes que afetam a integridade estrutural do tecido destes antioxidantes naturais
devido a fatores como: Exposicdo a luz, pH, Temperatura, ReacGes de oxidagédo (GAIO,
2016; ANDRADE, 2016; PALUDO e KRUGER, 2011; SANTI, 2005; DOMINGUES,
2010).

A medida que o fruto amadurece, o teor de pectina diminui em detrimento da
acdo das enzimas pectinoliticas (BOOBIO e BOOBIO, 2003). As substancias pécticas,
sdo polissacarideos &cidos, envolvidas na estrutura rigida da parede celular dos vegetais,
sendo sua estrutura quimica heterogénea, um complexo coloidal de polissacarideos
acidos, unidos por liga¢des a,1-4, parcialmente esterificados por grupos metil e parcial
ou completamente neutralizadas por uma ou mais bases (ions sédio, potéssio ou
amonio) (GAIO, 2016; ANDRADE, 2016).

As pectinases sdo substancias produzidas por plantas, fungos filamentosos,
bactérias e leveduras, possuem distintas funcGes, tais como: adesiva na parede celular
dos vegetais superiores; envolvidas na elaboragdo de bebidas; clarificacdo enzimética de
sucos naturais utilizando como catalisador uma pectinase; degomagem; tratamento de
fibras naturais e extracdo de café. A pectina também € utilizada para reduzir os niveis de
colesterol no sangue e no tratamento de desordens gastrointestinais. Também sdo
utilizadas para elevar o rendimento de extracdo de suco e clarificagdo do mesmo, além
de diminuir a viscosidade do suco e proporcionar uma melhor separacdo entre as fases
solida e liquida, diminuindo o tempo de processo e melhorando a qualidade do produto
final (GAIO, 2016; ANDRADE, 2016; PALUDO e KRUGER, 2011; SANTI, 2005).

A pectinesterase — (PE) refere-se ao grupo de enzimas que agem sobre oS
residuos de &cido galacturonico, que catalisam a hidrélise de grupamentos metoxil da
pectina, liberando metanol, e formando acido péctico. Esta enzima atua sobre a pectina
de alta mexotilacdo e a transforma em pectina de baixa metoxilagdo. Também auxiliam
os fitopatdgenos no processo de infec¢do em plantas. As pectinases de microrganismos
ndo patogénicos estdo tambem envolvidas na decomposicdo de material orgénico
vegetal, contribuindo para o ciclo do carbono, podendo estar envolvidas em mudancas
das substancias pécticas durante o amadurecimento, estocagem e processamento de
frutas e vegetais uma vez que o pH ideal para suas atividades esta na faixa de 3,0 a 5,5
(GAIO, 2016; SANTI, 2005).

25



A pectinametilesterase — (PME) catalisa a remogé&o dos grupos metil, remove
grupos metoxil da pectina por um ataque nucleofilico da enzima no éster metilico
(localizados nos carbonos 6 do grupo carboxilico), resultando na formacdo de um
complexo intermediario substrato-enzima e langcamento de um metanol (GAIO, 2016).
Durante a reagdo sdo formados carboxilatos livres (COO-), metanol (CH3OH) e ions
hidrénio (H;0") (CHAICOUSKI et al., 2016).

As pectinases, enzimas pécticas ou enzimas pectinoliticas sdo responsaveis pela
hidrélise das substancias pécticas, ou seja, rompem a cadeia péctica por reacbes de
despolimerizacdo  (hidrolases e liases) ou de desesterificacdo (esterases)
(CHAICOUSKI et al., 2016).

A enzima Polifenoloxidase (PPO) é encontrada em diversos tecidos vegetais, em
especial, cogumelos, batata, maca, banana, café e etc., quando ndo desejaveis ao
alimento estdo associadas a descoloracdo das antocianinas, pigmentos naturais contidos
nas sementes de cacau, quando desejaveis ao alimentos as reacGes catalisadas pelas
(PPO) aceleram o processo de pigmentacdo das sementes, acentuando a coloragéo final
marrom das améndoas, 0 escurecimento oxidativo em café, cacau e ameixa seca
(SILVA, etal., 2014).

A polifenoloxidase (PPO) quando em contato com o oxigénio O, oxida 0s
compostos fendlicos dos alimentos por meio de reacBes de eliminacdo, onde o
hidrogénio H, é extraido dos compostos fendlicos. Sendo os produtos iniciais dessa
oxidacdo, a agua e quinonas, que ao se condensar formam os polimeros, escuros e
insollveis, denominados, melanina, resultando no processo final da pigmentacédo

responsavel pelo escurecimento das améndoas de cacau, (SILVA, et al., 2014).

A enzima peroxidase (PO) estd relacionada com o aparecimento de sabores
estranhos nos alimentos. A inativacdo dessas enzimas em produtos protéicos acontece
por meio de tratamentos térmicos (ARAUJO, 1995), capazes de oxidar compostos
fenolicos somente na presenca de H,O, e sua deteccdo estd baseada no desenvolvimento
da cor laranja a vermelha na presenca de substrato-guaiacol-agua oxigenada (incolor)
(NESPOLO et al., 2015).

3.5 Fase de acdo das leveduras

As leveduras possuem mecanismo genético para metabolizar agucares por dois
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processos distintos para o alcance de energia, aerobica (respiracdo) ou anaerdbica
(Fermentagcdo). Uma vez que crescem e se reproduzem mais rapidamente que 0S
bolores, sdo aerobios facultativos, logo, adaptam-se metabolicamente a presenga ou
auséncia de O, (BARROS, 2013; LIMA, 2001; BORGES, 1999).

Os principais microrganismos que iniciam e atuam no processo de fermentacdo de
certos alimentos, sdo as leveduras, onde, degradam e consomem 0s substratos como
acucares simples, contidos na composicdo da polpa do cacau, expelindo enzimas para
produzir biomassa e metabolitos a partir dessa degradacdo, modificando o composto
inicial, sendo propulsor dos pigmentos intrinsecos as améndoas de cacau, produzem
etanol, &cidos e subprodutos modificados, objetivando caracteristicas desejaveis ao
produto final (ALMEIDA et al., 2011; LIMA, 2001).

A Otima predominancia das células leveduriformes, estd nas temperaturas
mesofilas, entre 25 — 28 °C, em alimentos liquidos, que por serem unicelulares se
dispersam melhor nesse ambiente, proliferam-se em distintas concentragdes de (CO,)
(DA SILVA et al., 2007), e adaptam-se em ambientes com pH &cido com oOtima
atividade na faixa de 4,0 a 4,5 (BORGES, 1999), excretando enzimas responsaveis por
degradar a polpa e serem convertidas em produtos de interesse (AMORIM, 2005).

As leveduras (Saccharomyces) atuam como matéria organizada para sua
reproducdo, cujas células sdo globulares, variam entre 5 e 8 um, tendo sua divisao
celular originado por brotamento. Podem formar filamentos, crescem em profusdo nos
habitats onde ha a presenca de acucares, como frutas, flores e cascas de arvores, sdo
aplicadas em diversos processos fermentativos, tais como no processo de panificacao,
producdo de bebidas alcodlicas, iogurte, etc., por possuir vantagens tecnoldgicas como,
a capacidade de assimilar grande variedade de substratos, alta velocidade de
crescimento e facilidade de dissocia¢do de sua biomassa (AMORIM, 2005; SANTOS,
2010; DE ARAUJO, 2015).

As leveduras regeneram o NAD + pela reducéo do piruvato a etanol e destinada
a realizacdo de atividades fisioldgicas, absorcdo e excrecdo, necessarias a manutencao,
crescimento e reparagdo das espécies atuantes na fermentacdo das sementes a fim de
obter um produto final com flavor acentuado (NELSON e COX 2014; BARROS, 2013;
LIMA, 2001).
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3.6 Secagem

A secagem é a etapa essencial para manter a estabilidade e qualidade das
améndoas de cacau requerida pelo comércio de distribuicdo. Este tratamento é aplicado
para que as améndoas alcancem a umidade necessaria para 0 armazenamento e dar
continuidade as reagBes quimicas concomitantes que estabilizam a cor marrom,
caracteristica das améndoas do cacau, além de ser responsavel pela reducdo da acidez
final das améndoas (IMBERTI, 2017; CRUZ, 2012).

A secagem pode ser aplicada de forma natural ou artificial, estando inteiramente
interligada a qualidade do produto final, quanto as porcentagens de nutrientes contidos
nas améndoas, uma vez que mantém as caracteristicas sensoriais do produto,
preservacOes das propriedades fisicas das sementes, sendo esse ambiente indcuo
(ENGELHARDT, 2016).

A Secagem natural das améndoas possui duracdo de 4 a 5 dias, com execuc¢éo de
constantes revolvimentos necessarios para promover a homogeneidade da diversidade
microbiana, da concentracdo de polpa e fatores extrinsecos ligados a temperatura onde
se encontram a massa de cacau, além de incorporar oxigénio a massa de forma a
garantir a uniformidade do Beneficiamento das améndoas (DEUS, 2015; CRUZ, 2012).

A Secagem artificial é realizada em secadores ou estufas onde a temperatura é
controlada subindo lentamente, ndo excedendo 55 ° C durante 30 h (MARTINHO et al.,
2012), aplicando revolvimentos das sementes de modo a evitar conglomerados e

possibilitar uma secagem homogénea por toda a massa de cacau.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 PROCEDENCIA DOS FRUTOS

Foi acompanhada a fermentagéo inicial /, (primeiro ensaio) que ocorreu in loco
- na comunidade do Icarucgaua, localizada no municipio de lgarape-Miri, na safra de
julho de 2017, com um total de 3,310 kg de sementes. Esta fermentacdo foi realizada
pelos membros da comunidade em uma espécie de peneira e teve duracdo de 48 horas,

seguido da secagem natural em Pallet.
4.2 SECAGEM NATURAL EM PALLET

Foi proposto neste, a concepgdo do Pallet, para estudar a secagem natural das

améndoas in loco, com as sementes de cacau dispostas aleatoriamente entre as frestas

28



do Pallet, estando recoberto com uma lona de polietileno higienizada para dispersar as
améndoas por entre as frestas.

O Pallet foi direcionado a certa altura, para que as améndoas ndo estivessem em
contato com o solo e nem com a madeira no ambiente in loco, visto que, na Secagem

natural h&a maior retencéo de polifendis do que nas Secagens realizadas artificialmente.

A Secagem natural teve duracdo de 59 h (Ts), equivalente a 3 dias de secagem
ao sol. Foi determinado a temperatura e 0 peso das sementes contendo 20 sementes por
amostragem no inicio do processo (tempo Ty), no primeiro dia a cada uma hora; no
segundo dia a cada duas horas e no decorrer do processo, as amostras foram retiradas e

mensuradas no intervalo de trés horas.

4.3 ENSAIO DA FERMENTAC}AO EM FERMENTADOR SUSTENTAVEL - (f))
Com base nos resultados concebidos na primeira Fermentacao (f,) foi proposto a
construcdo de um Fermentador sustentavel, de material isolante, folha de compensado,
espessura 2 cm, de acordo com a (Figura 2), confeccionada no laboratorio de Designer
do CCNT, que contétm um compartimento central, removivel, contendo orificios,
confeccionado mediante a técnica do filetador em garrafas PETs para captar o exsudado

do cacau resultante do processo fermentativo das améndoas.

I I
6l em Nem

FIGURA 2 — llustracdo do fermentador sustentavel para as sementes de cacau.

4.3.1 Coleta amostral no processo de fermentagéo (f1)

O processo da fermentagéo foi realizado no CCNT da UEPA e teve duracao de
sete dias, com um total de 1,835 kg de sementes. Foram realizados revolvimentos nas
sementes nos respectivos intervalos de monitoramento iniciais e finais,
sequencialmente: -0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h e 168 h, equivalentes a sete

29



dias de fermentac&o.

Foram retiradas amostras em diferentes pontos do fermentador, epicentro,
laterais e em profundidade no tempo inicial, a cada 24 horas até atingir 168 horas,
referentes aos sete dias da fermentacdo. Parte das amostras foi direcionada para a
realizacdo das andlises fisicas, fisico-quimicas e bioquimicas no laboratorio de
Tecnologia de Alimentos e Quimica da UEPA, Campus V, CCNT e outra parte
utilizada para isolar as células leveduriformes por plagueamento, apds a diluicdo em
série executado no laboratério LAMICRO, do Laboratério Central do Para (LACEN-
PA).

4.3.2 Caracterizacao Fisica
4.3.2.1 Biometria dos frutos e sementes de Cacau
A Biometria foi realizada com 100 sementes e com o auxilio de um paquimetro,

foram medidos o comprimento e largura dos frutos e sementes.

4.3.2.2 Avaliacdo da Qualidade das Améndoas

Foi aplicada ao final da etapa de Secagem com a finalidade de avaliar o grau e
qualidade das améndoas submetidas as etapas de fermentacdo. Com isso, foi coletado
um total de 100 améndoas aleatoriamente, em seguida foram submetidas a cortes
longitudinais, com o auxilio de um material de superficie cortante, devidamente
higienizado, classificando-as se estas estavam aptas ou ndo a serem comercializadas,

considerando a coloracdo e a compartimentacdo dos cotilédones (BRASIL, 2008).

4.4 METODOLOGIA PARA OBTENCAO DA CULTURA START

As sementes provenientes da primeira fermentacdo (f;) foram introduzidas em
sacos de polietilenos estéreis, e as amostras liquidas (exsudado) foram retiradas do
fermentador com o auxilio de uma pipeta Pasteur e acondicionadas em garrafas
plasticas estéreis que suportam até 10 g, codificadas de acordo com o dia, e
armazenadas em caixa térmica de isopor a temperatura inferiora—5 ° C.

O método utilizado corresponde a inoculacdo de uma cultura pura isolada da
fermentacdo inicial (f;) no meio fermentativo a ser otimizado (f3). O procedimento inicia
apos a certificagdo do crescimento dos fungos em placas contendo agar DRBC, seguido

da selegdo, isolamento e multiplicagdo dos microrganismos de interesse (células
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leveduriformes) em 4gar SABOURAUD e caldo nutritivo, respectivamente, sendo essas
células reativadas para garantir o desenvolvimento positivo e preliminar do coquetel
start. As analises quanto aos parametros bioquimicos efetuadas nos nibs resultantes das
fermentacOes iniciais e com indculo start serviram para avaliar a tendéncia do

procedimento proposto em otimizar a fermentacdo do cacau amazénico.

4.4.1 Crescimento, separacdo e isolamento de Células Leveduriformes
4.4.1.1 Pré-tratamento das amostras

Para obter a primeira diluicdo seriada analitica 107, figura 3 foram transferidos
assepticamente 25 g das amostras das améndoas fermentadas (Af) e exsudado para 225
mL de APT (diluente esterilizante). As diluicBes decimais sucessivas inicia logo apds a
transferéncia de 1 mL da diluicdo inicial para o tubo de ensaio com 9 mL de agua

peptonada (AP) 107 e finaliza ap6s a diluicdo 10 obtida de maneira similar.

E

FIGURA 3 - Amostragns em agua peptonada tamponada APT) estéreis, diluicdes 10

4.4.1.2 Plagueamento para o crescimento das células leveduriformes

O método do plaqueamento utilizado foi o da insercdo das aliquotas de 0,1 mL
de cada diluicdo decimal seriada citadas acima no centro da superficie de placas
descartaveis (Spread Plate), com auxilio de pipetas esterilizadas, utilizando o bastdo de
vidro em L, para espalhar uniformemente o indculo na superficie do meio solido &gar
Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), que contém antibiotico inibidor de
bactérias, de acordo com a figura 4. A placas foram invertidas e incubadas durante o
periodo de 3 a 5 dias a 25 + 1 °C em Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), (DA
SILVA et al., 2007; VIEIRA et al., 2006).
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FIGURA 4 — Placas contendo o crescimento do indculo em agar (DRBC).

4.4.1.3 Caracterizacdao morfoldgica - microscépica e coloracdo de Gram

Apds o periodo de incubacdo e crescimento de col6nias fangicas, realizou-se a
leitura quanto as conformacdes morfoldgicas macroscopicas, o diametro das coldnias,
aspecto sensorial: forma, tamanho, pigmento para prosseguir com o esfregaco daquelas
que possuem caracteristicas tipicas para leveduras, forma ovdide, pigmento
diferenciado e rugosidade, mediante a técnica referente a preparacdo a fresco que inicia
com o esfregaco do material, com auxilio da alca de platina flambada e resfriada para
uma lamina de borda fosca, codificada, seguido de uma gota de lactofenol ou azul de
metileno e sobrepbe a laminula para confirmar a identificagdo das células
leveduriformes mediante leitura em microscépio Optico, figura 5, (OLIVEIRA 2015;
SOUZA, et al., 2012; GUTIERREZ 2007; MIGLIARI 2001).

4.4.1.4 Técnica de Microcultivo

ApoOs confirmagdo do material de interesse (células leveduriformes) foi
transferido com auxilio da alca de platina para os tubos de ensaios com &gar
SABOURAUD para serem ativadas como culturas puras. Os 12 tubos contendo cepas

isoladas da fermentacao inicial foram envolvidos por PARAFILM ‘M’ para isentar o
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contato com o meio externo e ser incubados em DBO a 25° C durante + 30 dias,

conforme a figura 6, (Sbravatti Junior et al., 2013).

Panenhee

FIGURA 6 - Tubos de ensaio vedados com PARAFILM com cepas leveduriformes em
agar SABOURAUD.

4.4.1.5 Caldo alternativo para Leveduras

As leveduras sdo fungos mais exigentes, algumas espécies sdo incapazes de
assimilar nitrato e carboidratos complexos, devendo constar desta forma, no caldo,
nutrientes susceptiveis a serem metabolizados pelas células leveduriformes isoladas,
uma vez que esse caldo, seja responsavel por multiplicar a biomassa das células a certo
volume que assegure a realizacdo da otimizacdo da fermentacdo de forma a agregar
valor final as améndoas e, por conseguinte aos produtos derivados do cacau, visto que,
nesse caldo proposto e descritos na (Tabela 1) contém exsudado do cacau captado do
segundo dia (48 h), subproduto expelido durante a fermentacéao, estando a um pH acido
com quantidades consideraveis de solidos solUveis dissolvidos, sendo essas condi¢Bes

propicias para o crescimento (ataque) de leveduras.

Tabela 1 - Formulagdes dos caldos de enriquecimento para Leveduras

Abreviagédo Formulacéo Componentes (%)

F.M Maltose 3 do exsudado do cacau, 5 de peptona e 15 de
maltose monohidratada

F.G Glicose 3 de exsudado do cacau, 5 de peptona e 2 de D-
glicose anidra dextrose
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F.MG Maltose e glicose 3 de exsudado do cacau, 5 de peptona, 2 de D-
glicose anidra dextrose e 15 de maltose
monohidratada

Os caldos foram para autoclave a 121 ° C durante 15 min e o valor médio do pH
ajustado para 5,0, com auxilio de uma solucdo acida de HCI 0,1 N, pois as leveduras
crescem em pH amplo entre 3,0 a 8,0, sendo o pH 5,0, o adequado para seu melhor
desenvolvimento. Cada col6nia isolada dos estagios da Fermentacéo inicial (f;) foram
inoculadas para as 3 trés formulagdes de caldo, de acordo com a figura 7, contendo 9

mL em cada um dos 30 tubos de ensaios e incubados em DBO a 25 °C por £ 72 h.

FIGURA 7 — Tubos contendo as formulac¢Ges dos Caldos alternativo F.M, F.G e F.M.G
com indculo das células leveduriformes.

Os tubos positivos da etapa anterior foram centrifugados em centrifuga marca
(QUIMIS — 222-T) durante 40 min a 2270 RPM, onde as particulas de maior densidade,
por inércia, sdo arremessadas para o fundo. Neste periodo de decantacdo das células, o
sobrenadante ¢é descartado e a proporcao retida nos tubos foi direcionada para compor o

coquetel start a ser inserido na fermentacgéo. Obtendo-se 2,02 g do coquetel.

4.4.2 Fermentacdo com inducdo do coquetel start — (f3)

O coquetel start da etapa anterior, figura 8, foi utilizado na fermentagéo (f3) na
proporcao 0,13 % por kg de améndoas para isso, 2,02 g do coquetel foi ressuspenso em
5 mL de agua destilada e homogeneizado por 15 min em agitador magnético, logo em
seguida, foi disperso diretamente na massa de cacau (1,555 kg) para iniciar a etapa de
fermentacdo em fermentador sustentavel, e prosseguiu-se com o monitoramento dos

parametros fisico-quimicos sequencialmente: -0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h e
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168 h, equivalentes a sete dias de fermentacdo. A figura 9 apresenta o fluxograma com
as etapas efetuadas durante a otimizagédo do beneficiamento.

FIGURA 8 — Coquetel start final.

4.4.3 Secagem Artificial

Apds os 7 dias de fermentacdo, as sementes foram submetidas a Secagem em
estufa com circulacdo de ar forcada para retirada de umidade. As améndoas foram
colocadas em recipientes de aluminio, a temperatura de 60 ° C durante 20 horas e

finaliza quando alcancar peso constante do recipiente contendo as améndoas.

4.4.4 Torragdo

As améndoas de cacau apdés a secagem, foram submetidas ao forno de
panificacdo a 170 ° C durante 40 min para dar inicio ao tratamento térmico de torra das
améndoas, sendo este procedimento responsavel por intensificar o pigmento e flavor
inconfundivel do chocolate, concomitante a reacdo de Maillard, a inativacdo de enzimas
lipoliticas além da diminuicdo da umidade e reducdo de acidos volateis.

Ao final, foi removida a casca, uma vez que o calor proporciona facilidade na
retirada da pelicula que circunda o cotilédone, e o processamento foi finalizado com a
cominuicdo dessas dando origem ao Nibs torrado, sendo esse o resultado das améndoas

apos serem processadas no equipamento Sire Cutter.
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FIGURA 9 — Fluxograma da otimizag&o do beneficiamento do cacau amazénico.

4.5 AVALIAQAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS E ANALISE
BIOQUIMICA DOS NIBS
4.5.1 Avaliacdo da temperatura no beneficiamento do cacau

A oscilacdo da temperatura durante o beneficiamento das améndoas de cacau foi
monitorado durante os 7 dias do processo fermentativo (fo, f; e f3), aferindo o
termdmetro nos intervalos de 24 h (1° dia), 48 h (2° dia), 72 h (3° dia), 96 h (4° dia), 120
h (5° dia), 144 h (6° dia) e 168 h (7°dia).

O acompanhamento da temperatura da Secagem natural em Pallet in loco (f;) na
comunidade de Icarucaua, foi realizado no tempo zero [Sg], em 14 de julho de 2017 as
10h:04min, as observacgdes da temperatura e coleta das améndoas ocorreram no decorrer
delh,2h,3h,4h,5h,6h,7heperdurou durante 59 h [s¢], temperatura final.

4.5.2 Determinacéo do pH
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A determinacdo do pH foi realizada segundo método do (Instituto Adolfo Lutz,
2008). A concentracéo desses ions H* é mensurada e expressa através da leitura direta
em pH-metro digital (QUIMIX). A determinacéo foi realizada nos intervalos no tempo
0 zero, com 24 h (1° dia), 48 h (2° dia), 72 h (3° dia), 96 h (4° dia), 120 h (5° dia), 144 h
(6° dia) e 168 h (7°dia).

4.5.3 Determinacéo dos Sdélidos Soluveis Totais (° Brix)

A determinacdo do teor de solidos sollveis totais foi realizada em refratdmetro
de bancada Abbe, conforme normas da AOAC (2005), nos intervalos de 24 h (1° dia),
48 h (2° dia), 72 h (3° dia), 96 h (4° dia), 120 h (5° dia), 144 h (6° dia) e 168 h (7° dia).

4.5.4 Determinacdo de Umidade

O teor de umidade foi determinado com a Secagem direta em estufa, em
triplicata, método por gravimetria, utilizando estufa com circulacdo de ar a temperatura
de 60 °C até peso constante de acordo com os métodos descritos pela AOAC (2005) n°
925. A Secagem por estufa baseia-se na remoc¢do da dgua por aguecimento em que o ar
quente é absorvido por uma camada muito fina do alimento, e entdo levado para o
interior por conducdo (DE SOUZA, et al., 2016). Os resultados s&o expressos em
porcentagem de umidade conforme as equacdes 1 e 2.

P

Equacéo 2:|% Umidade = 100 - % Matéria Seca

P P

c+aemostra’ c+amestra— Peso do cadinho tratado mais amostra
Pc— Peso do cadinho tratado

P — Peso inicial da amostra (g)

4.5.5 Lipidios Totais
O teor de lipidios contido nas amostras das sementes de cacau foi determinado
pelo método de Soxhlet conforme descrito por Instituto Adolfo Lutz, 2008. O método

estd fundamentado na solubilidade dos lipidios em solventes apropriados (éter de
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petroleo), onde ha o refluxo do solvente no extrator aquecido, o vapor liberado passa
por um condensador e circula por entre o papel-filtro, nesse esta condicionada a amostra
para a extracdo dos compostos sollveis ap0os varios ciclos no aparelho Soxhlet, para
obter o extrato solubilizado no solvente; em seguida, o solvente é evaporado e 0 extrato
final levado a estufa com circulacdo e renovacao de ar até peso constante para obtermos
a porcentagem de lipidios (DE SOUZA, et al., 2016).

Equacao % Lipidios:|{(Ro — Rg) * 100
P

Temos:

Ry, Reboiler inicial

Rr_, Reboiler final

P — peso da amostra inicial (g)

4.5.6 Cinzas Totais

Consiste em pesar 2,0 g de amostra no cadinho, previamente tratado em estufa a
105 °C, por 1 h, resfriar até temperatura ambiente e pesar (tratado). Carbonizar esta
amostra em mufla a temperatura inicial de 220° C em seguida incinerar entre 550 °C a
570 °C, promovendo a evaporacdo da agua, de substancias volateis e a oxidacdo da
matéria organica (DE SOUZA, et al., 2016).

Equacdo % Cinzas: (Ps—P;) * 100
p

Temos:

Pr_, Peso do residuo final do cadinho

P; _, Peso inicial do cadinho

P — Peso da amostra (g).
4.5.7 Proteinas Totais

O método de Kjeldahl é executado em trés principais etapas: digestdo da
amostra, destilacdo do nitrogénio e titulagdo. Esse método quantifica o teor de
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nitrogénio total e estima indiretamente o teor de proteina dos alimentos por meio da
multiplicagdo por um fator de conversdo (DE SOUZA et al., 2016). A analise foi
realizada em duplicata, contendo em média 0,2 g de amostras da massa 100 % cacau e
Nibs amazonico, seguido do acondicionamento dessas em papel filtro e introduzidos nos
tubos de ensaio para dar inicio a digestdo, destilacao e titulagdo, AOAC, 2005.

Equagéo 1: % N = (Va— V) * Fc * 14 * 100
A *1000

Equacao 2:|% Proteina=% N * 6,25

% N — Teor de nitrogénio total

Va —volume gasto na titulagdo da amostra
Vb —volume gasto na titulagdo do branco
M —Molaridade da solucao de HCI

Fc —Fator de corregao da solugao de HCI

A —massa de amostra

4.6 ATIVIDADE ENZIMATICA DA PECTINA-METILESTERASE

Para 0 monitoramento e quantificacdo da atividade enzimatica durante a
fermentacdo, as amostras (sementes de cacau), coletadas nos intervalos de 24 h (1° dia),
48 h (2° dia), 72 h (3° dia), 96 h (4° dia), 120 h (5° dia), 144 h (6° dia) e 168 h (7°dia) e
submetidas as leituras de absorbancia com bandas de absor¢do méaxima em 620 nm ao
longo do comprimento eletromagnético do equipamento espectrofotbmetro marca
(METASH), (http://www.nadp.ufc.br/assets/proc-anbiol-enzima-pme.pdf).

4.6.1 Preparo do Extrato Enzimatico

Foram pesados cerca de 5 g das amostras trituradas e filtradas a vacuo, e
submetidas como solugdo em erlenmeyer com 40 mL de solugdo Tampéo de fosfato de
potassio 0,1M, pH 6,0; seguindo da homogeneizacéo do extrato em agitador magnetico,
durante 1 hora a 4 °C, (http://www.nadp.ufc.br/assets/proc-anbiol-enzima-pme.pdf).

4.6.2 Atividade da Pectina-Metilesterase (PME)
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Em um tubo de ensaio foram adicionados 0,16 mL do extrato, 1,0 mL de pectina
citricaa 0,5 %, 0,3 mL da solugdo de azul de bromotimol a 0,01 % e 0,4 mL de NaCl a
1 M, em seguida realizou-se o0 aquecimento do substrato a 80 ° C por 1 min, seguido do
repouso por 9 min e leituras das absorbancia das amostras em comprimento de onda em

620 nm (http://www.nadp.ufc.br/assets/proc-anbiol-enzima-pme.pdf).

4.7 ATIVIDADE ENZIMATICA DA POLIFENOLOXIDASE E PEROXIDASE
4.7.1 Preparo do Extrato

Foram pesados 10 g das améndoas, e adicionados 40 mL da solugdo tampé&o
fosfato 0,1 M, pH 6, em seguida a solucdo foi agitada com agitador magnético em
banho de gelo durante 1 hora a 4 °C. (GARCIA, 2006; PAZ, 2010)

4.7.2 Atividade Enzimatica para Peroxidase (PO)

Foi adicionado em tubo de ensaio 1,5 mL de guiacol a 1%, 1,2 mL de solu¢édo
tampédo fosfato 0,1 M,pH 6, 0,1 mL do extrato e 0,4 mL de H,O, a 0,4 %. A
atividade enzimatica foi medida com leituras espectrofotométricas de absorbancias em
470 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima que causar um aumento de 0,001 de absorbancia por minuto por grama de
amostra. (LIMA et al., 2001)

4.7.3 Atividade Enzimatica da Polifenoloxidase (PPO)
O método baseia-se em inserir no tubo de ensaio 1,7 mL de solugdo tampéo

fosfato de sodio a 0,1 M, pH 6, 1,2 mL do catecol 0,4 % e 0,2 mL de extrato,

homogeneizar a solugdo em agitador magnético e introduzir & solugédo na cubeta.

4.7.4 Célculo para atividade enzimética

U/mL =|A* FD * 1000

E*Ve*T

A — absorbancia

FD— Fator de Diluigéo
E — Absorbancia da Enzima (PPO = 26.9/ PO = 26.6)

40


http://www.nadp.ufc.br/assets/proc-anbiol-enzima-pme.pdf

Ve — Volume utilizado

T — Tempo

4.8 DETERMINACAO DE HMF (Hidroximetilfurfural)

O procedimento deu-se segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008).
Foram preparadas trés solucbes: Carrez | (1,5 g de Ferrocianeto de Potéssio/50 mL),
Carrez 1l (3 g de Acetato de Zinco/50 mL) e uma solucdo de Bissulfito de Sddio a 0,2
%.

Pesou-se 10 g da massa de cacau fermentado e torrado e acrescentou-se 25 ml de
agua. Em um erlenmeyer adicionou-se 0,5 mL da solucdo de Carrez I, 0,5 mL de
solucdo de Carrez Il e completou-se 0 volume com &gua destilada seguido da
homogeneizacao. Filtrou-se a solucdo, descartando os primeiros 10,0 mL do filtrado.
Pipetou-se 5 mL dessa solucdo em dois tubos de ensaio e adicionou-se 5,0 mL de agua
em um dos tubos e no segundo tubo de ensaio continha 5,0 mL da amostra e 5 mL de
solucdo de bissulfito de sddio 0,2 % no outro (Adolfo Lutz, 2008). Realizou-se a leitura
no espectrofotdmetro, na absorbancia da amostra a 284 e 336 nm.

4.8.1 Extragdo do HMF
Para extracdo do HMF da massa e Nibs de cacau pesou-se 10,0 g das amostras,

diluidas inicialmente em 25 mL de agua destilada, seguido da filtracdo a vacuo.

Equago: [(Asgs — Agss) * 149,7 * 5 = HMF MG/Kg
P

Temos:

Aogs— leitura da abs a 284

Aszs— leitura da abs a 336

P — massa das amostras Mo, Mc; € Mc3 em (Q).
5 — massa nominal da amostra

149,7 — (126/16830) * (1000/10) * (1000/5).
4.9 DETERMINACAO FENOLICOS TOTAIS

Foi determinado pelo método proposto por Singleton et. al. (1999). Foram
pesadas 10,0 g do produto final do beneficiamento (Nibs) e extraido em solucdo de
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metanol aquoso 50 % durante + 1 h, em seguida foi filtrado e centrifugado. A
quantidade total de fendis de cada extrato foi quantificada mediante a curva padrao
preparada com &cido galico concentracdo 10 mg.mL™, 2,5 mL de solugdo aquosa a 10
% do reativo Folin- Ciocalteau e 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5 %, os tubos foram
incubados em banho maria a 50 °C por 5 min, apds o resfriamento dos tubos, foi
iniciada a leitura a 750 nm. O padrdo da andlise é feito em diferentes concentracdes de

acido galico, figura 10.

Equacdo:|Y = a+ bx
Onde;

Y — Abs da amostra

x — Fenois equivalente ao padrao (acido galico)

Curva Padrie

1

0.9 y=0,011x+ 0,035 /
0,8 RE=0,896
0 f//
0,6 /
0,5
0,4 /
0,3
0,2 /‘/
0,1 ”’/
0 -

a 20 40 60 80 100

Abs

Concentracio (mg. AG.g'!)

FIGURA 10 - Curva padrdo de acido galico.

4.10 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A metodologia para a determinagdo da atividade antioxidante realizada no Nibs
de cacau foi determinada mediante a captura ou reducdo do radical livre - ABTS
produzido pela oxidagdo do 2,2 - azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS) (EMBRAPA, 2007; BRITO, 2013). O ABTS" reage com um doador de 4&tomos
hidrogénio, como compostos fenolicos, sendo convertido em uma forma incolor de

ABTS. A quantidade de ABTS" reduzido, decorrente da reagdo com compostos
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fendlicos contidos na amostra € expressa em equivalentes de Trolox (curva padrdo),
figura 11. Esse valor foi designado TEAC, capacidade antioxidante equivalente ao

Trolox.

4.10.1 Obtencéo do extrato

Foram pesados 10,0 g dos Nibs das améndoas e adicionados 40,0 mL de
metanol 50 %, homogeneizado em agitador magnético por 15 min, e deixado em
repouso por 60 min, seguido da filtracdo a vacuo e o filtrado levado a um balédo
volumétrico 100 mL. Foram adicionados 40,0 mL de acetona 70 %, e o volume foi
completado com 100 mL com agua destilada, e posteriormente a leitura das absorbancia
em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 734 nm.

Para andlise da capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC), a partir
do extrato obtido no item anterior, foram preparadas em tubos de ensaio, trés diluicbes
diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 30 pL de
cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS" e
homogeneizados em agitador de tubos. Foi realizada a leitura das absorbancias em 734
nm, apds 6 minutos de repouso (EMBRAPA, 2007). Foi utilizado o alcool etilico, como
branco, para calibrar o espectrofotometro. Foi realizada uma curva Padrdo com Trolox,

figura 11.

Cwrva Padrio
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FIGURA 11 - Curva padréo de Trolox.

4.11 CONTROLE E QUALIDADE DOS FRUTOS DE CACAU
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Os frutos de cacau foram acondicionados em recipientes inox e submetidos a
rupturas, com o auxilio de um martelo, de forma a romper ao meio os frutos, extraindo
apenas as sementes envolvidas por polpa mucilaginosa para dar inicio ao processo de
fermentacdo. A separacdo das sementes do fruto foi realizada manualmente, com as
méos devidamente calcadas por luvas, atendendo as normas de higienizagdo, utilizando
os EPI’s, figuras 12 a 14 para ndo promover a contaminacdo e manter isenta a
probabilidade de contaminacdo cruzada e com isso, conferir um produto confiavel e
seguro para o consumidor, corroborando para a preservacdo e manutencdo da saude,
aumento da qualidade util ofertado além da padronizacdo dos processos dos produtos
regidos pela Resolucdo - RDC n° 12, de janeiro, BRASIL, 2001.

FIGURA 12 - Higiene. FIGURA 13 - Luvas. FIGURA 14 - Méscaras.

Esquema do Beneficiamento do cacau Amazdénico

I. Fermentador Sustentavel I1. Pallet I11. Estufa

IV. Forno de Panificacdo V. Améndoa Torrada VI. Sire Cutter (Nibs)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Biometria dos Frutos e Sementes
As escalas biométricas de 100 frutos de cacau com peso médio de 350 g, estdo
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apresentados na figura 15. Em um Unico fruto, continha 46 sementes envolvidas por
polpa, esse resultado esteve superior aos valores encontrados por CAVALCANTE
(2010), que foi de 20 a 40 sementes no seu interior.

De acordo com a figura 16, os frutos de cacau analisados possuem comprimento
médio de 13,00 cm e 7,00 cm de largura, as sementes apresentam 2,00 cm de largura e
2,06 cm de comprimento, figura 17. Estes resultados diferem dos valores apresentados

na literatura, por conta as condic¢des edafoclimaticas do fruto de origem.

o mean =331.8939

& median =350
o sd =116 6644 /\/\N\/\
g |
N i

Pesal(g)
300
\
-—q::
—

100
|

unidade

FIGURA 15 - Valores médios e desvios padrdo para o peso dos frutos do cacau.

Em estudos realizados por CRUZ (2013), o fruto de cacau possui 25,00 cm de
comprimento e 10,00 cm no maior didametro, as améndoas 2,00 cm de comprimento e
1,00 cm de largura, contendo no interior do fruto 20 a 50 sementes. Os frutos de cacau
estudados por EFRAIM (2004) possuem média de 16,21 cm de largura, as améndoas

2,62 cm de comprimento e 1,47 cm de largura.
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Comprimento médio = 134 e
Largura média = 7,32 em

FIGURA 16 - Valores médios da biometria dos frutos.

Comprimento médio =225 em
Largura média = 141 em

FIGURA 17 - Valores médios da biometria das sementes.

6.2 Prova de Corte

A andlise consiste na mensuracdo do indice da qualidade do processo
fermentativo, classificadas quanto & coloracdo dos cotilédones, figura 18. améndoas
mofadas, germinadas, com indices de degradacdo por insetos invasores e améndoas
achatadas que impossibilita ao corte das améndoas de cacau (BRASIL, 2008;
DOMINGUES, 2010).
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FIGURA 18 — Resultado para andlise da Prova de Corte.

A INSTRUQAO NORMATIVA N° 38, DE 23 DE JUNHO DE 2008, do MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), estabelece o Regulamento
Técnico da Améndoa de Cacau, definindo o seu padrao oficial de classificagdo, com o0s
requisitos de identidade e qualidade, a amostragem e o modo de apresentacdo, uma vez
que as sementes ndo fermentadas adequadamente apresentam cotilédones compactos,
coloracdo cinza—escuro ou roxo e de sabor extremamente amargo. De acordo com 0s
resultados obtidos nos ensaios da prova de corte e apresentados na tabela 2, onde 90 %
das améndoas atingiram boa fermentacéao, apresentando cotilédones marrom ao final da
secagem, uma vez que a coloracdo roxalvioleta, remete ao aspecto de quando as
améndoas ainda ndo foram submetidas ao processo do beneficiamento, sementes in

natura.

Tabela 2 - Resultado da andlise fisica: Prova de corte das améndoas de cacau

Classificacao Proporcéao (%)
Bem Fermentadas 90
Violeta 0
Achatadas 10

5.3 Obtencdo do indculo das leveduras

A contagem média das células leveduriformes naturais isoladas da fermentagéo
inicial (f,) foi de 1,3 x 10° UFC/25 g, resultado esse semelhante ao encontrado por
SERRA et al. (2016), que foi de 1,3 x 10° UFC/20 g de leveduras no quarto dia de
fermentacdo. A presenca dessas células se deu nas primeiras 12, 24 e 48 h em condicao
aerdbia e anaerodbia, o que permitiu inferir que as células leveduriformes encontradas
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sdo anaerobias facultativas, pois s6 ha a incorporacdo de oxigénio na massa ap6s o 2°
dia de fermentacdo. As colbnias se apresentam com aspecto cremoso, médias e
pequenas que variam da cor creme, ao pink e verde neon 0s resultados aqui
apresentados se adequam aos encontrados por GUTIERREZ (2007), OLIVEIRA
(2015), MIGLIARI (2001) e SOUZA, et al. (2012) quando mencionam ter identificado
coldnias isoladas de leveduras de cor branca, creme e em menor propor¢ao rosadas,
cremosas e regulares.

Foi observado neste trabalho o crescimento de leveduras no caldo alternativo
atraves do desprendimento de gas CO,, odor de fermento e sedimentacéo foram notados
nos tubos apods a incubacdo, esses resultados corroboram para com os estudos sobre o
crescimento e multiplicagdo desse fungo, principais caracteristicas e producdo de
metabolitos de acordo com DA SILVA et al. (2007); AMORIM (2005) e BORGES
(1999).

O exsudado contido nas formulagdes dos caldos alternativos apresentaram pH
3,3 e segundo GARCIA e MORETA (2013) e MENDOZA (1997) esse residuo possui
6tima disponibilidade para carboidratos e pectina, além de que o pH encontrado esta
préximo ao mencionado por EFRAIM (2004) e SILVA (2002) que concluiram em seus
estudos que bolores e leveduras desenvolvem-se melhor no ambiente com pH menor
que 4,5 e valores de pH préximos de 3,6 auxiliam para uma Otima atividade de
leveduras.

Dentre as cepas isoladas nesse estudo, foram observadas diferencas nos aspectos
morfoldgicos e microscopicas das células e colénias dos isolados a partir da incubacao
das placas contendo &gar DRBC, iniciais (f;) e finais (f;) que por motivo da
indisponibilidade de material ndo foi possivel realizar as identificacbes das especies
isoladas nesse estudo, pois nao foi disponibilizado o nimero de cartelas suficientes para
iniciar a identificacdo das células no equipamento. Os resultados apresentados reitera 0s
encontrados nos estudos de NELSON e COX (2014) e BARROS (2013), em que as
leveduras se reproduzem sexualmente, pela fusdo de duas células, portanto, no periodo
final da fermentagdo ao isolar a levedura desse processo pode ocorrer que essa seja
diferente daquela introduzida no inicio da fermentacdo, entretanto, se ela tiver uma boa
capacidade fermentativa, podera ser a cepa adequada para otimizar processo de
fermentacao das sementes, visto que o emprego de fermentos previamente selecionados

é direcionado a elucidar a Fermentacdo lenta, ou seja, poderd acelerar essa etapa,
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ocasionando a diminui¢do do tempo final da Fermentag&o, proporcionando produtos
finais com qualidade mais uniforme, visto que o desempenho do processo de
Fermentacéo ¢ afetado pelo tipo de levedura atuante.

Torna-se necessario realizar um estudo no que versa em identificar e quantificar
0 conjunto de metabdlitos produzidos por essas linhagens sobreviventes em meio a
competicdo por nutrientes do caldo alternativo em que seja possivel padronizar uma
base de dados, contendo os organismos isolados a partir desse estudo com a
fermentacdo, a fim de estruturar uma placa com os testes bioquimicos para tais
fenotipos de interesse, uma vez que cepas passam por processos de modificacao
genética classica, cruzamento seletivo, visando dessa forma aperfeicoar o potencial de
expressdo de metabolitos das células isoladas a partir desse estudo, com a finalidade de
Otimizar desde as escalas sensoriais até bioquimicas dos Nibs quando utilizado cepas
starts (DIAZ, 2016; CAPRINI, 2007; BASTOS, 2015; WINN et al., 2014; NELSON e
COX, 2014).

Dois tipos de interagdes micoparasitas tém sido estudadas, em uma delas, o
parasita atua sem efeitos aparentes para o seu desenvolvimento e outros o antagbnico
destroi a célula hospedeira e utiliza os nutrientes para multiplicacdo de células
EMBRAPA (2018). Com isso, torna-se, imprescindivel avaliar o potencial da
comunidade endofitica que produzem substancias capazes de melhorar o controle
biolégico de Crinipellis perniciosa impedindo o avan¢o dos patdgenos para com 0S
frutos da regido Amazonica Paraense, realizando ensaios a partir dos fungos isolados
nesse estudo (SOUZA et al., 2017; SILVA et al., 2015; SILVA, 2010).

5.4 Otimizag&o do beneficiamento das sementes de cacau

A proposta deste estudo consiste no melhoramento da qualidade final das
améndoas fermentadas, para isso, foram realizados ensaios na Fermentagcdo com inoculo
start e por fim, efetuar observacGes frente aos processos fermentativos caracterizados
quando in loco, submetidas a Secagem natural em Pallet (fp); sem inoculo quando em

Fermentador sustentavel (f;) e quando ha insercéo do inoculo start 1 (f3).

No primeiro dia de Fermentagéo é perceptivel sentir o processo de degradacao
dos constituintes da massa de cacau, um odor caracteristico de agucares, visto que a

polpa do cacau contém 80 % de umidade e 15 % de carboidratos, tornando esse
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ambiente favoravel ao desenvolvimento de leveduras, via a¢do das enzimas (Zimase)
que catalisa a conversdo de glicose de um organismo vivo (leveduras) que formam no
seu interior etanol e gas carb6nico que sdo eliminados (OETTERER et al., 2006;
UCKO, 1992).

ApoGs o terceiro dia a massa das sementes apresenta odor intenso de acidos,
resultante da decomposicdo dos carboidratos envolvidos na composi¢cdo quimica da
polpa das sementes e acdo das enzimas PPO e PO, essa por sua vez desintegra-se,
tornando-se pegajosa, havendo desprendimento de exsudado

A tabela 3 apresenta os resultados do monitoramento do exsudado capturado
durante o processo fermentativo com a finalidade de acompanhar o andamento essa
etapa. Observou-se a formacao do exsudado nos dois primeiros dias de fermentagéo em
todos 0s ensaios, entretanto, quando inserido o coquetel start, a formacdo do exsudado
se deu até o terceiro dia de fermentacdo, o0 mesmo foi observado por OLIVEIRA
(2015) e DOMINGUES (2010) que reportaram em seus trabalhos que a drenagem do
mel do cacau foi eficiente nas primeiras 24 h de fermentag&o, porém em 48 h o volume

de mel foi muito inferior quando comparado aos outros tratamentos com o indculo.

O pH esteve com a maxima em 3.8 e minima em 3.2 esses resultados
corroboram para com os apresentados por LLERENA (2016) e GARCIA, MORETA

(2013) que estiveram, respectivamente, entre 3,85 e 3,59.

Tabela 3 - Caracteriza¢do do Exsudado do cacau para todos 0s ensaios.

Ensaios Tempo(Dias)  Temperatura (°C)  SST* (° Brix) pH
fo 0 26 11 3,44
fo 1 21 11 3,8
1 0 30 20 3,2
1 1 39 10 3,31
fs 0 29 23 3,74
f3 1 28 20 3,21
f3 4 24 0 -

Legenda: fy: Fermentacdo in loco; f; - Fermentacdo inicial e f;- Fermentagdo com inducdo do coquetel
start;- (ndo foi realizado anélise), *Sélidos Sollveis Totais.

Nota-se que o teor de Sélido SolGveis Totais maximo do exsudado foi de 23,0 °
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Brix. Estando estes resultados entre os valores apontados por GARCIA e MORETA
(2013) que encontrou exsudado com teor de Sélidos Sollveis Totais de 15,0 © Brix.
Observa-se que os valores de pH determinados estdo no intervalo de 3,2 a 3,8 0 que
podemos inferir que a fermentacdo aconteceu por conta da reducdo desse pH. Estes
resultados sdo similares aos encontrados por LLERENA (2016) e GARCIA e
MORETA (2013) com valores medios de 3,85 e 3,59, respectivamente.

5.5 Fermentacgdo sem inoculo (f1) e com indculo (f3)

A prética de revolvimentos durante a Fermentacdo é tambeém uma forma de
controlar a elevacao excessiva da temperatura além do nivel de acidos (DE ALMEIDA,
2013; DOMINGUES, 2010). Os revolvimentos sdo necessarios para que ocorra a
aeracdo das améndoas durante a Fermentacdo, nesse estudo, foi aplicado manualmente,
com as méos calcadas com luvas, sendo esta operacdo essencial para evitar
conglomerados na massa e fazer com que a degradacdo dos aclcares contidos nas
sementes aconteca de forma homogénea para uniformizar a taxa de Fermentacao.

E possivel observar na figura 19 o perfil da temperatura da massa de cacau

em Fermentador sustentavel (fy).

Tepa

FIGURA 19 - Valores médios e desvios padréo da temperatura de fermentacgéo feita em
fermentador sustentavel (f;) e (f3).

Percebe-se que a temperatura inicial do processo fermentativo é de 29 °C,
méxima de 39 °C no segundo dia, declinio para 38 °C no terceiro dia e manteve-se
constante a 31 °C até a finalizacdo do processo, apds sete dias de fermentacéo. Estes
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resultados assemelham-se aos obtidos nos estudos de SANTOS (2010), em que a
fermentagdo também apresentou aumento da temperatura em 48 horas, e manteve-se
constante até o fim do processo.

Na pesquisa de RAMOA JUNIOR (2011), o processo de fermentacao foi de sete
dias e atingiu temperatura iniciais e finais de 24,83 e 45,50 °C respectivamente. Em
estudos feitos por BRITO (2013) durante sete dias de fermentacdo, as temperaturas
iniciais e finais de 22,1 e 34,0 °C, respectivamente. No entanto, SERRA e
colaboradores (2016) reportaram que a temperatura inicial da fermentacdo de cacau
estabeleceu-se em torno de 29 °C.

A temperatura é um dos fatores que influenciam no crescimento e sobrevivéncia
dos organismos envolvidos no processo de fermentacdo. Temperaturas muito baixas
dificultam o crescimento, pois desaceleram 0s processos vitais da célula, entretanto,
temperaturas elevadas poderdo ocasionar a desnaturacdo térmica das proteinas, em
especial das enzimas, além de favorecer a contaminacdo bacteriana (BARROS, 2013;
LIMA, 2001).

A temperatura inicial do processo fermentativo feito com coquetel start (f3) foi
de 23° C, com aumento da temperatura no primeiro dia atingindo 29 °C, seguido do
declinio desta até o quarto dia de fermentacdo, e maxima de 30 °C no quinto dia de
fermentacgdo. Resultados similares foram encontrados por OLIVEIRA (2015), no qual,
0s autores utilizaram cultura start no processo fermentativo do cacau na Bahia, e
obtiveram aumento da temperatura no primeiro dia de fermentacao.

A elevacdo da temperatura na fermentacdo (f3) logo no primeiro dia é resultado
do intenso consumo dos substratos das sementes pela atividade das leveduras
adicionadas, o que ndo se observou na Fermentagdo (f;), onde, a elevacdo da
temperatura aconteceu apos o segundo dia, dessa forma, podemos concluir que houve a
diminuicao da fase de adaptacéo das leveduras selecionadas, uma vez que essas estavam
mantidas em caldo nutritivo na sua faixa 6tima de pH e que o declinio dessa atividade
se deve ao aumento da producdo de alcool que atua como substrato para os demais
microrganismos que utilizam o subproduto expelido pelas leveduras como fonte de
carbono.

O acompanhamento do, pH e teor de Sdlidos Sollveis Totais em fungdo do
tempo - de fermentagdo, sem inoculo e com indculo, estd apresentado na figura 20. O
pH indica o grau de deterioracdo ocasionado pela acidez desenvolvida através da
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atividade de certas reagdes bioquimicas que ocorrem e alteram o pH do meio que por
comparagdo com padrdes sdo utilizados no controle e qualidade dos alimentos
(GOMES, 2011).

Para as améndoas do processo fermentativo (f;), o pH inicial e final foi de 4,20 e
5,26 respectivamente, estando entre os valores observados por CRUZ (2013), que foi de
4,1 para pH inicial e pH 5,0 ao final do processo da fermentagdo. SANTOS (2013),
mostrou em seu estudo que no inicio da fermentacdo, o pH foi de 6,4 com quedas no
quarto e sétimo dia de fermentacdo, atingindo valores de pH 5,2 e 5,7 respectivamente.

As améndoas de cacau apresentaram teor de solidos solUveis totais inicial e final
de 20,0 e 1,0 ° Brix, respectivamente. Esses resultados estdo entre os obtidos por
EFRAIM (2004) no decorrer do primeiro e segundo dia com valores médios de 22,11 e
19,07 ° Brix.

i

e

Tenpo( s

FIGURA 20 - Valores médios dos parametros Fisico-Quimicos (pH e SST*) no
processo fermentativo em fermentador sustentavel (f;) e (f3) . *Sélidos Solaveis Totais.

A Fermentacdo com inoculo start, obteve pH inicial de 5,02, ocorrendo a
diminuigdo para 4,71 no primeiro dia e aumento para pH 6,3 no sétimo dia. O teor de
solidos sollveis inicial das améndoas para o ensaio final (f3) esteve a 16 °© Brix com
queda apds o segundo dia para 2,5 e finalizando a 0 ° Brix no quinto dia, esses
resultados significam que a fermentacdo realmente aconteceu, pois houve o decréscimo
do SST durante os dias de fermentacéo.

Através dos parametros monitorados durante a fermentacdo com indculo start
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(f3) podemos concluir que houve elevacdo da temperatura de 23° C para 29° C
concomitante a reducgéo do pH de 5,02 para 4,71 logo no primeiro dia de fermentacao,
enquanto que na fermentacdo sem inoculo (f;) observagdes foram identificadas somente
apos o segundo dia de processo, ou seja, a reducdo do tempo de fermentacdo com
indculo (f3) pode ser evidenciado com o aumento do pH de 4,70 para 5,19 referente ao
quarto e quinto dia de fermentacdo com a queda do teor de SST para 0,0 ° Brix e da
temperatura para 30° C. portanto, verificou-se que ocorreu a diminui¢do do tempo de
fermentacdo com inoculo (f;) em relacdo a fermentacdo sem indculo (f;). De acordo
com OETTERER et al. (2006) periodos longos de fermentacdo deterioram as proteinas,
ocorrendo a liberagdo de amdnia, odor desagradavel.

A Tabela 4 apresenta os resultados quantos as anélises aplicadas nos Nibs obtida
ap0s cominuicdo das améndoas torradas (Mc; e Mcs) e na Massa 100 % cacau
Amazonico obtido in loco ap6s prensa em pildo (Mcy) que possui a vantagem de ter sua
estrutura homogénea no que diz respeito a granulometria das partes solidas obtidas de
acordo com LEITE (2012) e aqui nesta observa-se os maiores parametros de pH,
Lipidios e Cinzas respectivamente, o que podemos inferir que as améndoas secas em
Pallet influenciou para com a retencdo e manutencdo desses componentes.

Tabela 4 — Caracterizagdo Centesimal da Massa 100 % cacau obtido in loco e dos Nibs

cominuidos em Sire Cutter

Anélises Mco Mc; Mcs

pH 5.99 5.1 5.67

Lipidios (%) 40.13 32.96 25.70
Proteina (%) 15.18 14.72 17.45
Cinzas (%) 3.04 2.27 1.17

HMF (mg/Kg) 2,84 2,52 2,87
Fenolicos (mg.AG.g™) - 127.3 3315
ABTS (umol.Trollox.g) - 128.2 148.5

Legenda: Mcy: Fermentacdo in loco; Mc;: Fermentacdo inicial; Mcz: Fermentacdo com inducdo do
coquetel start.

O pH médio de 5,58 encontrados nos Nibs estdo acima do pH médio apontado
nos estudos realizados por DE OLIVEIRA (2013); LEITE (2012) e DA SILVA (2011)
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que variou de 5,0 a 5,40, as diferencas observadas no pH podem ser justificadas pelas
condicOes edafocliméticas do fruto de origem.

A gordura corresponde a fracdo do alimento solivel em solventes organicos e
inclui diferentes classes de substancias (DE SOUZA et al.,, 2016). As améndoas
torradas apresentaram teor médio de 32,93 % de lipidios, estando acima da média
apontada por RIBEIRO (2014) de 31,0 % de lipideos.

As fracOes proteicas dos alimentos além de conferir valor nutricional, pelo
fornecimento de aminoacidos essenciais e peptideos bioativos, contribuem para suas
propriedades sensoriais como textura, aroma e sabor, e sua adequada quantificacdo é
requisito essencial para moldar condi¢bes de processamento, garantir a qualidade dos
produtos e, para fins de rotulagem (SOUZA et al., 2016). A média para o teor de
proteina na massa 100 % cacau (Mco) e Nibs (Mc; e Mcs) foi de 15,78 %, onde a maior
porcentagem encontrada foi no nibs resultante do beneficiamento com in6culo de cepas
leveduriformes, estando este resultado acima do exposto por EMBRAPA (2004);
RIBEIRO (2014) e NOGUEIRA (2015) no liquor de cacau, possui 12,27 % e 15,53 %
de proteina, respectivamente, esse foi um dos parametros positivos para a fermentacao
com indculo pois obteve nibs com maior quantidade de proteinas.

A determinacdo do teor de cinzas é importante por diversos parametros, tais
como: fortificacdo de alimentos; identificacdo da presenca de alguns contaminantes
inorganicos (toxidade); indicativo de pureza e de adulteracdo dos produtos. A média
para cinzas esteve a 2,16 % resultado esse levemente acima do mencionado por
EMBRAPA (2003) que foi de 2,13 % de cinzas em base seca. JA NOGUEIRA (2015)
encontrou valores acima da média igual a 3,2 % valor este proximo ao encontrado na
(Mco).

Podemos inferir a partir dos resultados nos parametros bioguimicos abaixo que o
melhoramento da Fermentacdo do cacau Amazonico mediante a insercéo de cepas starts
metabolicamente selecionada se torna viavel, pois, apresenta um produto final melhor, o
Nibs, ndo s6 no flavor, mas também, bioquimico. A concentracdo média para HMF foi
de 2,74 (mg/Kg). RIBEIRO (2014) apresentou em seus estudos 2,68 (mg/Kg).

Os compostos fenolicos s@o os produtos do metabolito secundario das plantas e
possuem na sua estrutura pelo menos um anel aromatico ligado a um ou mais grupos
hidroxila (Santos 2013). Os valores encontrados na determinagdo dos compostos
fenélicos totais no ensaio sem inéculo foi de 127,3 (mg.AG.g™) ja na Fermentagdo com
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inéculo (Mcs) foi elevada de 331,5 (mg.AG.g™) resultado este superior ao encontrado
por PIMENTEL (2016) no “nibs” cacau, em que os valores variam entre 125 ¢ 168 (mg
AG.gh). Comente a importancia dos seus resultados. O teor de compostos fenélicos
encontrado foi baixo, médio ou alto segundo a classificacdo para estes compostos?
Porque sua amostra tem essa concentracao, qual os fatores que influenciam? Explique.
As espécies reativas do oxigénio sdo importantes nos processos fisiologicos
como na producdo de energia podendo vir até compor produtos farmacos. O efeito
antioxidante se deve a um conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas,
minerais, pigmentos, enzimas e outros compostos vegetais que blogueiam o efeito
danoso dos radicais livres, no qual, o &cido ascérbico e compostos fendlicos sdo
antioxidantes hidrofilicos e os carotendides, antioxidante lipofilico (EMBRAPA, 2007).
A capacidade antioxidante para os extratos do nibs com inoculo start (Mcs)
148,5 pumol.Trollox/g foi superior ao encontrado na Fermentacdo sem indculo 128.2
pmol.Trollox/g (serd mesmo? Houve diferenga significativa das médias? resultado esse
levemente acima do mencionado por SALVADOR (2011) em cacau geneticamente
modificado que foi de 141,27 pmol.Trollox.g>. A partir dos resultados da tabela,
podemos concluir que os Nibs das améndoas fermentadas com coquetel start (f3)
alcancaram niveis maiores que os Nibs (f;)) para os parametros Proteinas, HMF,
Fendlicos Totais e Determinacdo da atividade antioxidante, ou seja, a Fermentagdo com
in6culo, mostrou-se potencialmente responsavel por intensificar o flavor e elevar a
disponibilidade dos parametros bioquimicos do produto final do Beneficiamento

proposto.

5.6 Perfil da Umidade das améndoas na Fermentacéao

As améndoas de cacau apds o ensaio da (f;) alcancou umidade inicial de 53,70
% e final 3,5 % em estufa a Temperatura £ 60 ° C durante £ 96 h; estando a umidade
proximo ao mencionado por RAMOA JUNIOR (2011) no sétimo dia de fermentag&o
com 42,80 % e ao final atingiu 5,42 %.

Para a Fermentagdo com indculo (f3) a umidade inicial e final, respectivamente,
foi de 21,51 % e 9,82 %, estando esse resultado inicial abaixo do mencionado por
SANTOS (2013) cuja umidade inicial dos cotilédones de cacau esteve a 33,88 % e
umidade final préximo a 8,0 % de acordo com (BRASIL, 2008). O resultado final da
umidade das améndoas estd proximo aos padrdes estabelecidos pela norma vigente, em
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que é necessario reduzir a umidade para 7 a 8 % ao final da secagem (CEPLAC, 2011).

5.7 Atividade enzimatica na Fermentacao do cacau

As enzimas sdo consideradas moléculas bioldgicas, pois atuam na catalise de
reacOes para digerir alimentos, enviar sinais nervosos ou contrair masculos que nédo
ocorrem na velocidade adequada sem catalise enziméatica (NELSON e COX, 2014). A
enzima peroxidase (PO) esta relacionada com o aparecimento de sabores estranhos nos
alimentos, sendo que a atividade 6tima desta enzima se encontra em pH 4,5 (ARAUJO,
1995).

A tabela 5 apresenta os resultados a atividade das enzimas Polifenoloxidase e
Peroxidase analisadas apds extracdo das amostras coletadas durante os sete dias de
Fermentacdo, para a Polifenoloxidase (PPO) a maior atividade 2497 (U/g) ocorreu no
primeiro dia, com a Temperatura a 30° C, a enzima (PO) alcangou absorbancia maxima
no segundo dia de Fermentacao, atingiu 5608 (U/g), quando o pH das sementes estavam
a 4.5. FLURKEY e JEN (1979) apresentou atividade polifenoloxidase 900 U/g na
semente de cacau. SAKAROV e ARILA (1999) relataram que a améndoa e a casca de

cacau apresentaram atividade da Peroxidase de 5.700 U/g.

Tabela 5 - Analise Quantitativa das Enzimas Polifenoloxidase (PPO), Peroxidase (PO)

e Pectina-Metilesterase (PME) durante o ensaio da Fermentacao (f;)

Tempo (dias) Temperatura (°C)  pH PPO (U/g) PO (U/g) PME (U/mL)

Af.° 29 4,2 1765 1322 946
Afl 30 3,8 2497 1708 756
Af.2 39 4.5 1412 5608 646
Af.3 38 3,9 1228 4639 673
Af.4 38 4,1 1151 3198 526
Af5 38 4,5 945 2312 459
Af.6 31 4,6 692 860 287
AfL7 31 5,2 554 716 256

Nas amostras do exsudado do inicio da Fermentacdo do cacau, foi analisado
qualitativamente a presenca da PO, com mudangas de coloracdo do meio, variando de
transldcido a alaranjado tendendo a vermelho. Ja os resultados das analises qualitativas
para PPO também foi positiva para o exsudado com aparecimento da coloragdo verde

escuro do meio reacional de acordo com a figura 21.
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FIGURA 21 - Teste qualitativo positivo para a presenca das enzimas PO e PPO em
exsudado do cacau.

A enzima PPO esta envolvida na descoloracdo das antocianinas (Aa), atuam na
presenca de O-difenol e O, oxidando as antocianinas. Na fermentagcdo as améndoas de
cacau estdo submetidas a esse efeito ocasionado pelas enzimas (PO) e (PPO), onde estas
aceleram o processo de pigmentacdo das sementes, acentuando a colora¢do marrom das
améndoas.

As enzimas pectinases hidrolisam ligaces glicosidicas ao longo da cadeia de
pectina, sendo este o principal carboidrato contido na polpa que possui caracteristicas
de mucilagem que envolve as sementes de cacau produzindo &cidos
monogalacturénicos (DOMINGUES, 2010). A atividade maxima para Pectina-
Metilesterase durante a etapa da fermentacéo, foi no primeiro dia (946,0 U/g), a partir
do quarto dia, a atividade dessas enzimas reduziram até finalizar a etapa de fermentacao
das sementes, sendo esse resultado apresentado, maior que o exposto por PINTO et al.,
(2013) o valor maximo para PME encontrado no 30° dia de armazenamento para oS
mam®des foi de (365,42 U/mL).

5.8 Monitoramento da temperatura em funcéo do tempo de Secagem Natural em Pallet

A secagem das améndoas de cacau e dos diversos alimentos que sdo submetidos
a este tipo de tratamento térmico visa uma alternativa de comercializacdo das améndoas
para um armazenamento prolongado, uma vez que o processo de Secagem culmina na
diminuicdo da atividade de agua das améndoas (PEREIRA, 2013). De acordo com
IMBERTI (2017), h& a necessidade de buscar novas técnicas de Secagem com o intuito

de otimizar a eficiéncia energética e melhorar a qualidade da améndoa de cacau seca
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preservando ao maximo os compostos fendlicos.

O monitoramento da temperatura de secagem natural em pallet esta na figura 22.

A temperatura média do processo de secagem natural foi de 35 ° C. Devido a auséncia

de incidéncia solar que interferem diretamente no seguimento do processo de Secagem

natural durou cerca de 31 h.
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FIGURA 22 - Valores médios e desvio padrao para a temperatura das améndoas secas

in loco.

A figura 23 apresenta os resultados das analises efetuadas nas améndoas de

cacau guando submetidas a Secagem natural in loco.
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FIGURA 23 - Valores medianos para os parametros fisico-quimicos (pH e lipidios) in

loco.

O resultado da mediana do pH das améndoas submetidas a Secagem em pallet
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foi 4,34 resultado esse abaixo do encontrado por EFRAIM, PEZOA-GARCIA E
JARDIM (2010) pH 5,43. Em estudos efetuados por SANTOS (2013) o pH médio foi
de 5,37.

E possivel observar o aumento da porcentagem de lipidios no decorrer da etapa
de Secagem onde as améndoas iniciaram com teor de 6,13 %, finalizaram a Secagem
com 18,21 % e apds prensagem em moinho o teor de lipidios alcangou 40,13 %. O que
permite concluir que o aumento da temperatura, as améndoas eleva a quantidade de
lipidos das mesmas. O resultado final para lipidios estda proximo ao encontrada por
CRUZ (2013), o valor médio de lipidios em sementes de cacau estdo em 47,57 %.
EFRAIM, PEZOA-GARCIA, E JARDIM (2010) encontrou 55,78 % de lipidios para
améndoas submetidas a Secagem natural durante 3 dias de Fermentacdo e para 0s 7 dias
de Fermentacdo alcancou 55,60 %.

A figura 24 apresenta o resultado da umidade das améndoas quando submetidas
a Secagem natural em Pallet onde a umidade final média de 6,704 % em base Umida,
seguido de 93,2 % em base seca. DE ALMEIDA (2018); MARTINHO, DA SILVA, DE
SOUZA (2012) e EFRAIM, PEZOA-GARCIA, E JARDIM (2010) encontraram valores

de umidade igual a 7 %, 6 % e 6,38 % umidade respectivamente apos Secagem.
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FIGURA 24 - Valores da perda de umidade das améndoas in loco.
As amostras codificadas nos intervalos especificados no decorrer das 59 horas,
contendo 20 améndoas, por amostragens, obtiveram as seguintes especificacfes

expressas na tabela 6.
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Tabela 6 - Caracterizagcdo na Secagem das améndoas dispostas em Pallet in loco.

Tempo (h)  Temperatura®C  Massa (Q) b.s (%) b.u (%) Lipidios(%)
0 26 33,492 48.713 51.128 6.134
1 35 30,2653 63.196 36.803 4.555
2 37 28,4665 58.923  41.093 4.380
3 35 25,6059 62.383  37.616 8.740
4 32 21,8708 69.185 30.815 8.108
5 36 22,8385 76.78 23.22 8.909
6 31 21,79 65.855  34.145 6.147
7 25 21,0573 67.97 32.03 6.531
22 24 20,0411 72915 27.085 3.661
24 35 18,9314 71.445  28.555 4.073
26 46 21,0378 83.35 16.65 5.393
28 41 19,2103 83.615 16.26 6.158
30 34 18,08 85.395  14.605 10.251
46 23 16,28 85.05 14.95 6.158
49 50 16,6108 86.96 13.04 7.176
52 57 17,1917 89.69 10.31 10.618
55 51 15,3231 90.365 9.635 5.772
58 40 14,6517 90.495 9.505 12.019
59 28 - 93.262 6.737 18.212

A figura 25 apresenta a perda da massa inicial das 20 améndoas ao iniciar a

etapa de Secagem natural que foi de 30,2653 g finalizando a Secagem com 14,6517 g,

em média ocorreu perda equivalente a 18,840 g da massa inicial. O revolvimento das

sementes ocorreram de forma constante para evitar aglomerado das sementes, por este

motivo, foram realizados um total de 6 revolvimentos nas sementes por 30 segundos

cada, por entre as frestas do Pallet, com o auxilio de utensilio inox higienizado.
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FIGURA 25 - Variagdo da média em relacdo massa das améndoas secas in loco.

6. CONCLUSAO

A insercdo do Fermentador sustentavel, Pallet e do coquetel de cepas
previamente isoladas, foram inovadores, pois foram inseridos meios para o0 acréscimo
da qualidade final das améndoas visando agregacdo de valor e diversidade na oferta de

derivados da cadeia produtiva do cacau.

O experimento foi eficiente, pois ocorreu a tendéncia na reducdo do tempo da
Fermentacdo de sete para cinco dias, sustentado com aumento da temperatura logo no
primeiro dia de processo, aumento do pH e diminui¢do do °Brix no quinto dia, além de
obter Nibs com disponibilidade bioquimicas maiores que o ensaio de Beneficiamento

convencional.
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