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RESUMO

O cupuagu (Theobroma grandifiorum Schum), espécime do mesmo género
boténico que o cacau, € um dos frutos mais importantes da regido Amazénica. A
comercializagdo de sua polpa, com sabor exético muito apreciado e em plena
expanséo no Brasil, comeca a despertar interesse no mercado exterior. A
crescente industrializagdo da polpa tem disponibilizado um volume significativo de
sementes, atualmente um subproduto com incipiente aproveitamento industrial.
Correspondendo a 20% do peso do fruto, esta semente de composigcdo quimica
semelhante a do cacau tém sido objeto de pesquisas que comprovam que quando
submetidas as mesmas etapas de processo que aquele, resultam num produto
semelhante ao chocolate. O processo de industrializagéo do cupuacu inicia-se de
modo analogo ao cacau, com a fermentacdo das sementes. A etapa é
indispensavel, pois ocorrem importantes transformacdes que estdo relacionadas
com o desenvolvimento dos precursores de sabor e com a qualidade global do
chocolate. Realizar um estudo comparativo das transformagdes que ocorrem nas
sementes de cacau e cupuacgu, submetidas as mesmas condigbes de processo
fermentativo, foi o objetivo deste trabalho. A fermentacédo foi monitorada através
da temperatura, pH e acidez. As avaliagbes foram feitas diariamente durante os
sete dias de fermentagéo e apds secagem. No inicio do processo as sementes de
cacau e cupuagu apresentaram respectivamente os seguintes resultados: 33,69 e
33,83% de umidade, 15,54 e 9,86% de proteinas, 50,08 e 58,83% de lipidios, 5,2
e 7,33% de fibras e 3,02 e 2,93% de cinzas. O perfil ao longo dos dias de
fermentacéo foi semelhante para ambos, ressaltando que O cupuagu apresentou
uma maior absorgdo de agua e uma queda significativa nos teores de fibras. A
prova de corte revelou que as améndoas de cacau e cupuagu foram muito bem
fermentadas e que eram do Tipo | (superior) de acordo com a classificagdo oficial
(CONCEX, 1968). A composicdo final para as améndoas secas de cacau e
Cupuacu foi respectivamente: 6,06 e 4,69% de umidade, 10,78 e 9,76% de
proteinas, 53,59 e 60,25% de lipidios, 3,80 e 3,44% de fibras e 2,05 e 2,26% de
cinzas. Verificou-se que durante a fermentacéo a redugéo de sacarose de 94,16%
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para o cacau e 95,09% para o cupuacu foi acompanhadé pela formagao de
actcares redutores (glicose e frutose), que atingiram valores maximos ao quinto
dia (teores de 1,88 e 0,71% para cacau e cupuagu, respectivamente). Observou-
se decréscimo nos valores iniciais de acido c:’t.rico (queda de 80,55% para cacau e
praticamente de 100% para o cupuagu). A formagdo de &cido acético, embora
menos intensa para o cupuacu, foi bastante significativa e seus valores maximos
foram atingidos ao terceiro dia de fermentagdo para cacau (teor de 1,41%) e
quarto dia para o cupuagu (teor de 0,97%). Quanto aos aminoacidos livres,
observou-se um aumento significativo nos teores, variando de 1050 a 2610
mgaa/100g para o cacau e 700 a 1690 mgaa/100g para o cupuagu. No estudo dos
fendis totais, um decréscimo significativo foi observado, com quedas de 36,41 e
47,63% para cacau e cupuagu, respectivamente. A composigéo de acidos graxos,
ndo variou durante os sete dias de processo. As transformacdes subcelulares
foram analisadas microscopicamente por meio de métodos citoquimicos (azul de
toluidina, xylidine ponceau, PAS e floroglucina) que mostraram-se adequados para
a visualizacdo de fenémenos como rompimentos celulares, degradagao de

proteinas, difusdo de compostos fendlicos e identificagcédo de amido.



SUMMARY

Cupuassu (Theobroma grandiflorum Schum), specimen of the same
botanical genus that cocoa, is one of the most important fruits of the Amazon area.
The commercialization of its pulp, with very appreciated exotic flavor and in full
expansion in Brazil, it begins to wake up interest in the external market. The
growing industrialization of the pulp has made avaliable a significant volume of
seeds, now a by-product with incipient industrial use. Corresponding at 20% of the
weight of the fruit, this seed of similar chemical composition of the cocoa has been
object of researches that check that when submitted to the same process stages
as that, they result in a product similar to the chocolate. The process of
industrialization of the cupuassu begins in a similar way to cocoa, with the
fermentation of the seeds. The stage is indispensable, because important
transformations that are related with the development of the flavor precursors
happen and with the global quality of the chocolate. To accomplish a comparative
study of the transformations that happen in the cocoa seeds and cupuassu,
submitted to the same conditions of fermentation process, it was the objective of
this work. The fermentation was monitored through the temperature, pH and
titratable acidity. The evaluations were done daily during the seven days of
fermentation and after drying. In the beginning of the process the cocoa and
cupuassu seeds presented the following results: 33.69 and 33.83% of moisture,
15.54 and 9.86% of proteins, 50.08 and 58.83% of lipids, 5.2 and 7.33% of fibers
and 3.02 and 2.93% of ashes, respectively. The profile along the days of
fermentation went similar for both, standing out that the cupuassu presented a
larger absorption of water and a significant drop in the fiber contents. The cut test
showed that the cocoa and cupuassu seeds were very well fermented and they
were classified as type | (superior) according to CONCEX (1968). The final
composition for the dry seeds of cocoa and cupuassu was respectively: 6.06 and
4.69% of moisture, 10.78 and 9.76% of proteins, 53.59 and 60.25% of lipids, 3.80
and 3.44% of fibers and 2.05 and 2.26% of ashes. It was observed that during

fermentation the reducing of sucrose 94.16% for cocoa and 95.09% for cupuassu
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originated the reducting sugars (glicose and fructose) reaching a maximum on the
fith day (levels of 1.88 and 0.71% for cocoa and cupuassu, respectively). It was
also observed a decrease in the initial values for citric acid (drop of 80.55% for
cocoa and of practically 100% for cupuassu. The formation of acetic acid though
less intense for cupuassu was very significant and the maximum values being
reached on the third day of fermentation for cocoa (level of 1.41%) and fourth day
for the cupuassu (level of 0.97%). With respect to the free amino acids, a
significant increase was observed in the levels, varying from 1050 to 2610
mgaa/100g for cocoa and 700 to 1690 mgaa/100g for cupuassu. In the study of
total phenols, a significant decrease was observed, with drops of 36.41 and
47.63% for cocoa and cupuassu, respectively. In the composition of fatty acids, no
variation was observed during the seven days of processing. The subcellular
transformations were analyzed microscopically by means of cytochemical methods
(toluidine blue, xylidine ponceau, PAS and floroglucin) that were shown appropriate
for the visualization of phenomenons such as cellular breakings, degradation of
proteins, diffusion of phenolic compounds and identification of starch.
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1. INTRODUGAO

O cacau (Theobroma cacao L.) é um fruto que tem uma grande expressao
econdmica no Brasil e no mundo. E consumido in natura ou em forma de refresco,
licor, entre outros produtos obtidos de sua polpa. Entretanto, sua maior aplicagao
esta no fato de suas améndoas, mundialmente conhecidas, serem empregadas na
fabricagdo de chocolate, um alimento de alto valor nutritivo (CAVALCANTE, 1991).

Muito proximo ao cacau, o cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum)
carrega com ele nao somente o nome do género Theobroma. De suas gordurosas
améndoas e possivel se extrair uma pasta semelhante aquela com que se produz
chocolate.

Fruto proveniente da regido Amazdnica, o cupuagu € muito apreciado na
regido e atualmente vem ganhando mercado em outras regides do Brasil e até
mesmo internacionalmente, devido ao sabor e aroma bastante exdtico e

agradavel.

O cupuagu tem grande potencial para a industrializagdo. Entretanto, seu
valor econémico atualmente s6 estd baseado na comercializagéo da polpa (35%
do fruto). Apesar das sementes apresentarem um valor nutritivo muito bom, ainda
sao praticamente descartadas durante o beneficiamento ou entdo s3o utilizadas
como adubo (VENTURIERI, 1993).

Em recente pesquisa, LOPES et a/ (2000) concluiram que o valor bioldgico
das améndoas de cupuagu é significativamente superior ao do cacau sugerindo
que produtos a base de suas sementes sejam testados visando o consumidor
infantil.
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Em decorréncia da importancia do cupuagu, tanto economicamente quanto
nutricionalmente, alguns estudos foram desenvolvidos com o objetivo de obter
tecnologias apropriadas ao aproveitamento das sementes, entre os pioneiros
pode-se citar COUTINHO (1969), VENTURIERI & AGUIAR (1988) e NAZARE
(1990). Devido a semelhanga botanica e composicional com o cacau, os métodos
de aproveitamento utilizados foram praticamente os mesmos. Alguns trabalhos
mais recentes buscaram avaliar parametros que contribuissem para o
melhoramento das condi¢cdes de processo, entre os quais pode-se citar ARAGAO
(1997) e VASCONCELOS (1999) no estudo da fermentacdo; SOUSA et al (1999),
DOSUALDO et al (1999), COHEN et a/ (1999) e SISMOTTO et a/ (1999) no estudo
da alcalinizagéo de nibs, conchagem e temperagem, liquor e perfil sensorial do
cupulate; QUEIROZ (1999), BRITO (2000) e LOPES et al (2000) no estudo de

melhoramento de sabor, torragéo e valor nutricional.

Para cacau, as transformagdes que ocorrem nas sementes e ao longo de
cada etapa de processamento tém sido alvo de iniUmeras pesquisas cientificas a
varias décadas. O desenvolvimento de sabor € um dos pontos mais estudados e
devido a complexidade das reagbes, alguns mecanismos ainda ndo estdo
totalmente compreendidos. Sabe-se que o sabor de chocolate depende tanto de
fatores agronémicos como genétipo, plantio, cultivo e colheita como de etapas do
proprio processamento como fermentagdo, secagem, torracdo e conchagem.
Muitas dessas etapas sao de dificil controle, assim a compreensdo das mudancgas
que ocorrem podem viabilizar medidas que assegurem uma alta qualidade e
uniformidade do produto final.

A etapa de fermentacdo € muito importante, pois € nela que o sabor do
chocolate comeca a ser formado, logo apés a perda da capacidade germinativa da
semente. Nesta etapa ocorrem reagbes bioquimicas no interior dos cotilédones,
iniciando-se o desenvolvimento de compostos caracteristicos, conhecidos como
precursores do sabor de chocolate (ROHAN, 1964).
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Tem-se verificado que o estudo das alteragdes histoldgicas no interior das
sementes vem contribuindo bastante para o esclarecimento das complexas
transformagdes que ocorrem durante a fermentagéo.

As alteragOes estruturais na semente de cacau ja foram bastante estudadas
por BIEHL e colaboradores em diversos trabalhos, que em sua maioria enfocam
modificages subcelulares em condicbes que simulam uma fermentagdo. Entre as
importantes observagdes, pode-se citar: absorgdo de &agua, difusdo de é&cido
acético, quebra das organelas citoplasmaticas, fuséo de lipidios e destruicdo dos
vacuolos de polifendis (BIEHL et al, 1977;BIEHL, 1982a,b,c). Em estudo mais
recente, BRITO (2000) estudou as diferencas estruturais entre as sementes de
cacau com 72 horas de fermentagcéo e as améndoas secas e torradas.

O unico trabalho referente as alteragdes na microestrutura em sementes de
cupuagu durante a fermentagédo foi realizado por CUNHA et al (1997). Os
resultados citoquimicos revelaram caracteristicas j4 bastante observadas no
cacau, como por exemplo a maior parte da reserva ser composta por lipidios e
proteinas. Rompimentos celulares e difusdo de compostos fendlicos também
foram caracteristicas observadas durante o processo.

ARAGAO (1997) estudou algumas das transformacdes fisico-quimicas que
ocorrem nas sementes durante fermentacéo de cupuagu e ressaltou a importancia
de se desenvolver uma fermentagdo com a despolpa das sementes, tendo em
vista que essa € a porgdo de maior valor econémico do fruto e que a remogéo da

mesma também proporciona um processo mais rapido e uniforme.
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Com sementes despolpadas, VASCONCELOS (1999) desenvolveu um
estudo de fermentag¢ado utilizando uma caixa especifica (T-60), desenvolvida por
GRIMALDI (1978) para fermentagéo de cacau. O autor acompanhou algumas das
transformagdes fisico-quimicas que ocorrem ao longo do processo e concluiu que
a metodologia € adequada para o cupuagu, mostrando ser uma boa alternativa
para produtores rurais, devido a facilidade do método.

Embora trabalhos sobre a fermentagao de cacau e cupuagu venham sendo
desenvolvidos paralelamente ao longo dos ultimos anos, um estudo comparativo
entre as sementes dos frutos, fermentadas sob condigbes iguais de processo, no
qual se relacionam transformacdes fisico-quimicas e modificagbes estruturais é
algo ainda desconhecido. Este estudo pode disponibilizar importantes informagoes
para otimizacdo da fermentagdo e revelar particularidades que estariam
diretamente relacionadas ao desenvolvimento de sabor.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAIS

Analisar algumas das alteragdes que ocorrem na estrutura celular das
améndoas de cacau e Cupuacu fermentadas sob iguais condi¢cdes de processo e
estabelecer uma relagdo dessas modificagcdes estruturais com as alteragdes fisico-
quimicas que ocorrem durante a fermentagéo. Com isso, um melhor entendimento
das transformagdes que ocorrem nas sementes dos frutos durante a etapa pode
ser alcangado.

2.2. ESPECIFICOS

* Avaliar mudangas estruturais que ocorrem nas améndoas de cacau e cupuagu
durante o processo fermentativo.

» Estabelecer uma relagdo dessas mudangas com as transformagdes fisico-
quimicas que ocorrem durante o processo.

o Comparar os resultados obtidos entre cacau e Cupuacu, revelando as
diferengas entre os dois frutos e suas particularidades como matérias-primas
para obtengéo de chocolate e cupulate*.

* produto formulado com pasta da améndoa de Cupuacu fermentada e torrada segundo NAZARE

(1990)
5
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1CACAU (Theobroma cacao L.)
3.1.1 Aspectos Gerais

O cacaueiro € uma planta tipicamente tropical, pertencente a familia
botancia Sterculiaceae, originaria do continente americano, provavelmente das
bacias do Rio Amazonas e Orenoco (SEA, 1980).

De uma forma geral, cultivam-se as variedades situadas entre os grupos
criollo, forastero amazdnico e trinitario (LAJUS, 1982):

- Criollo: caracteriza-se pela forma alongada, suas sementes sdo ovais e
encontram-se relativamente soltas na polpa. Os seus cotiléedones nao contém
células pigmentadas, portanto, caracterizam-se pela cor branca. Possui sabor e

aroma agradaveis.

- Forastero: Frutos de forma mais arredondada, com casca dura de superficie
guase lisa. As sementes sdo firmemente alojadas na polpa e s&o achatadas, de
forma quase triangular. Possuem cotilédones de cor violeta. Possui sabor mais
acido e adstringente que as outras variedades. E o tipo mais resistente a pragas e
doengas.

- Trinitario: Fruto resultante da hibridizagao entre arvores de cacau tipo criollo e
forasteiro, porém bioquimicamente pesquisas sugerem ser o fruto mais proximo ao
cacau criollo. Este tipo de hibrido € considerado por muitos como de alta
qualidade.

No Brasil, cultiva-se comercialmente o cacau forasteiro, sendo que,
ultimamente vém sendo introduzidos diferentes hibridos, mais resistentes e
produtivos (SEA, 1980).
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Normalmente, o cacau é cultivado com éxito em regides quentes e Umidas,
com pequenas variagdes climaticas durante o ano. As temperaturas médias
anuais entre 24 e 28°C sao as que apresentam melhores condicdes para seu
cultivo. Temperaturas inferiores de 12°C impedem ou reduzem a frutificagéo da
planta. Quanto as suas exigéncias higrométricas, o cacaueiro requer elevado
indice de chuva e umidade atmosférica (SEAGRI,1999).

O solo também & uma caracteristica importante para o desenvolvimento da
especie. O cacaueiro comporta-se bem em solos de textura argilosa, franco -
argilosa ou franco-argilo-arenosa com boa capacidade de retencdo de umidade,
profundos, no minimo de 80cm, pH superficial moderadamente &acido e bem
drenados (SEA, 1980).

A formag&o de uma plantagdo de cacau € um empreendimento complexo e
dispendioso. O bom rendimento s6 € obtido quando a orientagdo cientifica
substitui técnicas primitivas. Além dos problemas de natureza agronémica ligados
a formacgé&o das rogas de cacau (principalmente a doenca conhecida por vassoura-
de-bruxa), existem os de natureza econémica. O cacaueiro s6 comeca a dar
rendimento apreciavel depois do quinto ano de vida (FERREIRA,1998).

Embora muitas regides do mundo o cultivem, a maior parte da producéo de
cacau procede atuatmente da Africa. Costa do Marfim é o maior produtor mundial.
O Brasil ja ocupou esse posto, porém nos Gltimos 15 anos houve uma decadéncia
da produgéo, principailmente no sul da Bahia. Alguns dos fatores que influenciaram
o declinio foram: a “vassoura de bruxa’” que atacou de forma impiedosa as
plantacGes baianas, a falta de investimentos em técnicas modernas de plantio e
cultivo e também o baixo prego do cacau brasileiro no mercado mundial
(FIEB,1998 apud FERREIRA,1998; ICCO, 1999).
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No Sul da Bahia, situa-se a conhecida “Regido Cacaueira’ que abrange 89
municipios (cerca de 90.000 km?) e tem como centro as cidades de llhéus e
ltabuna. Essa regiéo é responsavel por nada menos que 94% da producio de
cacau brasileiro; os 6% restantes sao oriundos dos Estados do Amazonas, Par3,
Maranhao, Pernambuco, Minas Gerais e Espirito Santo e do Territério do Amapa.
(SEAGRI, 1999)

Na Figura 01, pode-se observar a situagéo dos principais paises produtores
quanto a produgéo de cacau.

Produc¢ao Mundial de Cacau em
Graos 1997/98 (%)

I O Brasil '
E Nigéria

0 Camarées

O Malasia

H Costa do Marfim
0 Gana

Hl Indonésia

Figura 01. Producdo mundial de graos de cacau (em
porcentagem) ano 1997/98. FONTE: ICCO (1999)

Segundo referéncias do IBGE (2001), a produg¢ao brasileira no ano de 2000
foi de 191.078 toneladas e a estimativa para safra de 2001 seria de 191.133
toneladas, esperando-se assim a pequena variagao de 0,03%.
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3.1.2 Caracteristicas do fruto

O fruto (Figura 02) é alongado com sulcos longitudinais, de casca dura e
coloragdo desde amarelo - esbranquicada até vermelho - escura, atingindo cerca
de 20 cm de comprimento. Contém polpa mucilaginosa, branca ou rosea,
envolvendo cinco fileiras de sementes. No Brasil, a safra principal ocorre de
outubro a janeiro e a secundaria (cacau “‘temporao”), de maio a agosto (LAJUS,
1982; CAVALCANTE, 1991).

Figura 02. Fruto do cacaueiro ainda na planta e aberto, com a polpa
mucilaginosa a mostra. FONTE: hitp://www.ceplac.gov.br

O fruto do cacau apresenta aproximadamente de 35 a 50 sementes, que
constituem cerca de 13,5 a 29% da massa total do fruto. O comprimento das
sementes varia entre 21 e 29 mm, a largura entre 10 a 17 mm e sua espessura
entre 8 a 12 mm. As sementes sdo constituidas por um embrido e dois cotilédones
recobertos por um envoltério denominado testa ou tegumento, que € coberto pela
polpa mucilaginosa (ZAMALLOA, 1994;LOPES, 2000).

11
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A composicéo fisica da semente de cacau mostra que os cotilédones
constituem a maior parte com 82,16%. A testa e 0 embrido representam 16,75% e
1,09% da semente, respectivamente (LOPES, 2000).

A Tabela 01 mostra a composi¢do centesimal das sementes de cacau
utilizadas como matéria-prima no processamento de chocolate.

Tabela 01. Composigcao centesimal das sementes de cacau segundo alguns autores.

GILABERT FADINI FERNANDEZ
ESCRIVA (1998) BARBERY
DETERMINACOES* (1997) (1999)
Umidade (%) 6,69 - 7.20
Proteinas (%) 17,78 19,05 13,60
Cinzas (%) 2,63 2,81 2,82
Fibras (%) 5,18 5,56 5,54
Lipideos (%) 50,18 53,78 53,65
Carboidratos (%) 17,54 18,80 15,96

* Em base seca

Apesar de sua maior aplicacdo girar em torno de suas améndoas, a polpa
de cacau também é consumida in natura ou na forma de produtos como refrescos,
licores, etc. (CAVALCANTE, 1991).

A polpa exerce um papel muito importante no processo fermentativo das
sementes. Uma parte da mesma € necessaria para a produg¢do de alcool e acidos
que vao penetrar na semente ocasionando as transformacdes. Estima-se que
entre 5 a 7% dessa polpa é perdida na forma de exsudado durante a fermentacao.
A polpa de cacau, na sua compaosicao, apresenta 82-87% de umidade, 10-15% de
acucares, 1-1,5% de pectina, 1-3% de acido citrico com valores de pH variando
entre 3,6 a 3,8 (ZAMALLOA, 1994; SCHWAN, 1996; DIAS, 1998; ADAMS et al,
1982 apud VASCONCELQS, 1999).

13



Revisdo Bibliogréfica

O cacau brasileiro tende a ser extremamente &cido, caracteristica pouco
desejada, pois dificulta muito a sua aceitagdo no mercado internacional. Uma
possivel solug@o para este problema € uma remogéo de parte da polpa, cerca de
20% a menos de polpa de cacau acelera o processo fermentativo (SCHWAN,
1996).

3.2 CUPUACU (Theobroma grandiflorum Schum)

3.2.1 Aspectos gerais

O cupuaguzeiro € uma cultura emergente, com potencial para conquistar
novos mercados. Originaria da regido Amazénica, disseminada por toda a regido
Norte é encontrada em estado silvestre ou cultivada. Produz um dos frutos mais
atrativos da regido, sendo o maior entre os do género, pesando em média 1.500
gramas (SOUZA, 1996; GTA, 1999).

O cupuagu é cultivado com éxito em regides de clima quente e Umido.
Aceita solo de baixa fertilidade e o plantio deve ocorrer na estacdo chuvosa
(CALZAVARA, 1987).

O maior produtor € o estado do Para, seguido do Amazonas, Rondénia e
Acre. Aléem de maior produtor, o Para tem significativa producdo oriunda de
ocorréncias nativas da espécie, concentradas nas suas regides sul e sudeste, com
destaque para o municipio de Maraba. A espécie também ocorre

espontaneamente na pré-Amazoénia maranhense (GTA, 1999).

A cultura do cupuagu ndo se limita a regido Norte-Nordeste, a cidade de
Registro, no estado de Sdo Paulo ja possui pequenas planta¢bes. Fora do Brasil,
é cultivado também em alguns paises tropicais, tais como Venezuela, Equador,
Costa Rica e Colémbia (CAVALCANTE, 1991; VENTURIERI, 1993).

14
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A demanda pelo cupuacu é cada vez maior, em fungéo do sabor agradavel
da polpa do fruto e da sua rentabilidade como cultura perene. A facilidade de
industrializacao dos frutos e sementes vem despertando acentuado interesse, néo
s6 do mercado regional, como também do nacional e internacional (GTA, 1999).

Com a polpa do fruto, pode-se fazer uma variedade enorme de produtos,
tais como: sucos, refrescos, sorvetes, licores, compotas, geleias, bombons, etc.
(CAVALCANTE, 1991).

Apesar de ja se conhecer um processo similar ao utilizado para sementes
de cacau para obtengdo de uma pasta semelhante aquela com que se produz o
chocolate e manteiga, as sementes ndo tém seu potencial de utilizagdo
amplamente reconhecido, sendo na maioria das vezes usadas como adubo ou
simplesmente descartadas como residuos (VENTURIERI, 1993).

Dados recentes da producdo de cupuagu s30 escasscs. Ha um crescente
plantio, em sua maioria de pequeno e médio portes, 0 que muitas vezes dificulta o
registro de dados. Ha quatro anos, a produgdo girava em torno de 6453 toneladas
de frutos, no estado do Para (RODRIGUES & SANTANA, 1997).

3.2.2. Caracteristicas do fruto

O fruto (Figura 03) € uma baga capsulacea, de casca lisa e grossa,
revestida por um indumento ferrugineo, que quando raspado expde uma camada
clorofilada. No seu interior, assim como no cacau, as sementes esta&o solidamente
presas a polpa. O cupuagu frutifica de dezembro a maio (VENTURIERI, 1993;
MULLER et al, 1995, CAMTA, 2000).

15
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A polpa & comestivel e de coloracdo amarelo - esbranquicada, tem sabor
acido com valores de pH variando de 3,20 a 3,60, aroma bastante acentuado e
representa cerca de 35% do fruto (CALZAVARA et al, 1984; VENTURIERI, 1993).
Contém cerca de 8 a 10% de acucares, 0,39% de pectina e 2,15-2,45% de acidez
total (VILLACHICA, 1996; SOUZA, 1996).

Os 65% restantes sdo compostos pela casca (45%) e sementes (20%).
Estas ultimas por sua vez, tém tamanho bastante variavel, com largura entre 2 a
3,5cm e espessura entre 0,7 a 1 cm. A forma varia de ovaladas a levemente
elipticas, podendo ser achatadas ou ndo. O nimero de sementes aumenta de
acordo com o tamanho do fruto e em média sdo encontradas 36, mas em frutos
maiores esse numero pode chegar a 51 (CARVALHO et al, 1981: CALZAVARA ef
al,(1984; VENTURIERI,1993).

Assim como no cacau, as sementes de Cupuagu sdo constituidas pelos
cotilédones, testa e embrifo. A composicdo fisica da semente mostra que os
cotilédones constituem cerca de 71,54% do total. A testa e o embrido
representam 27,8 e 0,65%, respectivamente (LOPES, 2000). A testa é composta
de trés camadas, sendo a mais espessa (2 a 2,5 cm) a camada mais externa da
semente, de cor branco amarelada. Em seguida, vem uma camada coureicea
(0,4mm), esponjosa e fosca que fica aderida ao embrio, podendo ser facilmente
retirada com uma incis&o. Mais adentro, ha outra camada bem mais fina (0,1Tmm),
branca brilhante que permite notar as impressdes do enrugamento dos
cotilédones. O eixo embrionario mede 6 a 7 mm (VENTURIERI, 1993).

16
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Figura 03. Cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum) ainda na planta e
aberto, com a polpa mucilaginosa a mostra.
FONTE: http://www.amazon.com.br/~camta/cupuacu.htm

Segundo CALZAVARA (1987), com relagdo as variedades, pode-se

encontrar trés tipos distintos de frutos:

e Cupuagu-redondo: com extremidades arredondadas, casca com 6 a 7mm de

espessura e peso medio de 1,5kg. E o tipo mais comum na regido Norte.

 Cupuagu-mamona: com extremidades alongadas, casca variando de 7.2 9 mm
de espessura, sendo a que produz 0s maiores frutos, em média 2,5 kg,

chegando muitas vezes a atingir 4kg.

e Cupuagu-mamau: com extremidades arredondadas, semelhante ao cupuagu
redondo, sua casca varia de 6 a 7 mm de espessura e peso médio de 1,5kg.

Caracterizado por n&o apresentar sementes na polpa.

Segundo MULLER et al (1995), tem-se mais uma variedade:

Cupuagu de Colares: parte proxima ao pedunculo mais larga e a posterior mais
estreita, peso médio levemente superior ao cupuagu redondo, com cascade 6 a 7

mm de espessura..
17
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A Tabela 02 e Tabeta 03 mostram a composigdo quimica da polpa e das
sementes de cupuagu, respectivamente, segundo alguns autores.

Tabela 02. Composigéo centesimal da polpa de cupuagu segundo alguns autores.

CHAAR OLIVEIRA CAVALCANTE &
DETERMINAGOES* (1980) (1981) ROSARIO (1998)
Umidade (%) 86,84 87,80 86,01
Proteina (%) 1,9 1,56 1,9
Lipidios (%) 0,48 0,65 0,57
Fibras (%) 1,79 1,89 e
Cinzas (%) 0,73 0,81 0,76
Carboidratos e outros compostos 8,26 7.3 10,76

(acidos, taninos, etc.)

*Em base seca

Tabela 03. Composigao centesimal das sementes de cupuacgu segundo alguns autores.

PHILOCREON QUEIROZ LOPES
DETERMINAGOES* (1962) (1999) (2000)
Umidade (%) 8,88 5,30 5,87
Proteina (%) 10,87 7,81 9,82
Lipidios (%) 52,52 61,50 60,25
Fibras (%) 1,78 5,56 412
Cinzas (%) 3,73 2.3 2,35
Carboidratos e outros compostos 22 22 23,09 1559

(acidos, taninos, etc.)

*Em base seca
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3.3 FERMENTACAO

O aproveitamento da semente do cupuagu vem sendo estudado devido a
semelhanga com o cacau em termos botanicos e composicionais. Sendo assim, o
processo de aproveitamento das sementes, na obtencao de cupulate, envolve as

mesmas etapas convencionais para obtencdo de chocolate.

Apesar do complexo processo que envolve a producao de chocolate,
conforme ilustra fluxograma da Figura 04, o processo de fermentacdo controlado é
fundamental para o desenvolvimento de precursores de chocolate. Nem as células
de pigmentos, nem as células de reserva dos cotilédones frescos contém alguma
das substancias que daréo sabor de chocolate. As sementes ndo fermentadas so
incapazes de produzir tal sabor inclusive apés o aquecimento, o que confirma que
as substancias aromaticas se originam durante o processo de fermentacéo do
cacau (BRAUDEAU, 1970).

Estudos para cacau mostram que a maturidade do fruto & muito importante
para uma boa fermentagdo, pois améndoas oriundas de frutos sobremaduros
podem apresentar germinagdo, havendo consequentemente risco de
contaminagdo interna devido ruptura da casca fina. J& no caso de frutos colhidos
antes da maturidade plena, a polpa vai conter reduzido teor de agucares e
portanto, a fermentacdo pode ser retardada e apresentara baixo rendimento
(BRAUDEAU,1969 apud LAJUS, 1982).
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COLHEITA

!

QUEBRA DOS FRUTOS
DESGRANA E DESPOLPA

!

FERMENTACAO

SECAGEM

b

TORRACAO

v

MOAGEM E REFINO

v

CHONCHAGEM

QL =

TEMPERAGEM

\L w (consisténcia ideal e evitar defeitos)

CHOCOLATE

& 3

Origem, variedade e estdgio de maturagdo

dos frutos

Tempo de pds - colheita e % de polpa:

rflagﬁo com acidez e teor de aglicares

Aclcares da polpa

Alcool

Acidos } Aumento de Temperatura
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Figura 04. Fluxograma resumido do processamento das sementes de cacau para
producéo de chocolate e a relacdo das etapas com o desenvolvimento de sabor.
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Os frutos colhidos podem ficar no campo por um periodo de trés a quatro
dias (ROHAN, 1964; CEPLAC, 1980). Este intervalo é aconselhavel para que o
fruto passe pelo periodo pés-colheita, que tem por finalidade liberar os agucares
contidos na polpa que envolve as sementes, 0s quais sdo indispensaveis na
fermentacéo (SOBRAL, 1982 apud ARAGAO, 1992).

BAREL (1987) desenvolveu uma pesquisa em que testou o periodo de pds-
colheita. Fermentou frutos colhidos apés 1, 3, 6 e 9 dias. Concluiu que um tempo
maior de espera melhora a hidrélise da polpa e favorece uma diminuicdo da
acidez do cacau. De uma maneira geral, o melhor resultado foi o tempo de espera
de 6 dias.

Segundo a CEPLAC (1980), periodos de espera muito superiores tendem a
secar excessivamente a polpa e reduzir o seu teor de aclcar, além do perigo de
germinag@o. Sementes colhidas até quatro dias antes da quebra podem ser
fermentadas conjuntamente, sem afetar a qualidade do produto. Um tempo maior
de pés-colheita tem uma influéncia insignificante com respeito a porcentagem de
améndoas germinadas (BAREL, 1987).

O periodo entre a quebra do fruto e inicio da fermentacdo propriamente dita
também € de extrema importancia, pois ndo deve ultrapassar 24 horas. Também
recomenda-se ndo fermentar conjuntamente sementes provenientes de quebras
de dias diferentes, pois isso conduz a uma fermentacéo desigual. Quando o prazo
de 24 horas for excedido, os dias entre a quebra e o inicio da fermentac¢&o contam
como dias de fermentag&o (CEPLAC, 1980).
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3.3.1 Técnicas de fermentacao

Seja através do emprego de técnicas simples ou através de outras mais
elaboradas, a fermentacdo das sementes de cacau deve ser controlada para se

obter um produto de qualidade uniforme.

Para o processo, consideram-se fatores importantes o sistema o qual a
fermentagao foi realizada, a temperatura ambiente e da massa, pH, acidez da
polpa e do cotilédone, tempo do processo, revolvimento da massa, microflora,
entre outros (ROHAN, 1964).

A duragao do processo varia de acordo com o tipo de cacau, as condi¢oes
climaticas da regido e a técnica de fermentacao utilizada. Em geral, o cacau
Criollo necessita de apenas 2 a 3 dias de fermentacéo, enquanto que o cacau do
tipo Forastero, necessita de 5 a 7 dias. Na pratica, o final da fermentacao pode ser
observado pelos parametros: entumescimento das améndoas, cor dos
cotilédones, odor da massa e queda de temperatura (BRAUDEAU, 1969 apud
LAJUS, 1982). O tempo de fermentacdo nao deve exceder 8 dias
(LEVANON&ROSSETINI, 1975).

A fermentagcao de cacau pode ser realizada de quatro maneiras: em
montes, cestas, bandejas ou caixas. A fermentagdo em montes € usada
principaimente em Gana, Nigéria e Costa do Marfim. As sementes sao
amontoadas no chdo sobre folhas de bananeira e recobertas com o mesmo
material. Para facilitar a drenagem do liquido exudado (mel), formam-se montes
sobre estrados de fibras vegetais, bambi ou madeira. O revolvimento da massa
geralmente é feito no segundo e no quarto dia (ROHAN, 1964).
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A fermentagdo em cestos € comum na Nigéria. Os cestos s&o cobertos e
forrados internamente por folhas de bananeira e drenagem do mel é feita através
dos intersticios. O revolvimento é feito pela transferéncia da massa de um cesto
para outro (FORSYTH & QUESNEL, 1957).

ROHAN (1964) desenvolveu um estudo de fermentacdo em bandejas de
madeira. No total de 12 bandejas empilhadas, a superior € coberta por folhas de
bananeira, sendo cada bandeja dividida ao meio por uma tabua removivel. Apds
24 horas de fermentagdo, a pilha é coberta com sacos bem ajustados. Nao ha

necessidade de manipulagéo ao longo da fermentac&o.

O método mais difundido nas Américas € a fermentagdo em caixas. Estas,
conhecidas pelo nome de “cochos de fermentacéo” sdo construidas de madeira,
contendo paredes divisérias removiveis e drenos nos lastros, para permitir a saida
do mel e também a ventilagdo. De uma maneira geral, no Brasil, a CEPLAC
recomenda este tipo de técnica (MARAVALHAS, 1971;CEPLAC, 1980).

A temperatura alcangcada pela massa € um indicador muito bom de
acompanhamento da fermentagdo. Se o aumento for muito lento ou ndo for
alcangada uma temperatura suficientemente alta, o produto obtido sera constituido
de sementes germinadas e mal fermentadas. A temperatura se eleva mais
rapidamente na parte superior da massa do que no seu centro, essa diferenca é
proporcional ao volume da massa (ROHAN, 1958 apud ZAMALLOA, 1994).

Varios pesquisadores informam que as sementes morrem entre o segundo
e o terceiro dia de fermentag&o, em conseqiéncia da agdo do etanol e dos acidos
(principalmente o acético) absorvidos pelos cotilédones, além da temperatura
alcangada pela massa naquele periodo (MACRAE et al, 1993; QUESNEL, 1965
apud ZAMALLOA, 1994).
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A massa de sementes deve sofrer revolvimentos ao longo do processo e o
primeiro deve ser realizado obrigatoriamente apés 24 horas do inicio da
fermentacdo. O momento em que deverdo ser realizados 0s revolvimentos
seguintes dependera da magnitude do lote (FORSYTH & QUESNEL, 1957). Além
disso, nao ha um consenso a esse respeito, a CEPLAC (1980) e LAJUS (1982)
indicam periodos de 24, 48, 96 e 120 horas apos o inicio, porém de acordo com
DIAS (1987), os tempos seriam 48, 72, 96, 120 e 144 horas apods o inicio do
pProcesso.

O revolvimento € muito importante no decorrer da fermentag&o, pois a
aeragao controla o nivel de acidez e os acréscimos de temperatura, influenciando
na atividade enzimatica necessaria ao desenvolvimento do sabor e aroma de
chocolate (SCHWAN et a/, 1990).

Em pesquisa visando o estudo da influéncia da freqiiéncia e intervalos de
revolvimentos na fermentagdo de cacau, SCHWAN et al (1990) concluiu que
revolvimentos freqlientes tornam a fermentacdo mais rapida e resultam em um
produto para chocolate com boas caracteristicas organolépticas. Os periodos de
revolvimentos de 24, 48, 96 e 144 horas apds o inicio do processo fermentativo
seriam ideais.

Em 1978, GRIMALDI propés a utilizacdo de uma caixa de fermentacéo
continua, a qual denominou T-60. A caixa € composta por trés compartimentos,
cada um adequado a uma fase da fermentagdo. O esquema da caixa pode ser
visto na Figura 05. O pesquisador recomenda que apds 48 horas as améndoas
sejam transferidas do compartimento 1 para o compartimento 2 e apds 96 horas

do compartimento 2 para o 3.
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Vista da caixa com 0s pés para cima

Figura 05. Esquema da caixa de fermentagao T-60 proposta por GRIMALDI (1978).

Esse tipo de caixa constitui um excelente método, pois permite um bom
controle da fermentagao e proporciona a cada fase as condi¢des ideais para o
melhor andamento do processo.

A primeira fase, aerébia, ocorre no compartimento n® 1, que possui grande
area de contato com o ar e o fundo dotado de aberturas, possibilitando o
escoamento do exudado, caracteristico desta etapa. Embaixo deste
compartimento, existe um plano inclinado, que permite recolher o exudado em um
recipiente. Na segunda fase, as améndoas sdo transferidas para 0 compartimento
n® 2. Nesta etapa, as leveduras, em nimero suficiente, irdo converter o aglcar da
polpa em élcool, em condigbes anaerdbias. Assim sendo, 0 novo compartimento
tem a forma mais compacta possivel, de modo a evitar contato com o ar. Por fim,
na terceira e Ultima fase, o alcool € convertido em acido acético por oxidacao,
reagao que s6 ocorre em presenga de ar. O terceiro compartimento, entdo, é
projetado de modo a propiciar uma grande superficie de contato com o ar e uma
massa de cacau de menor profundidade (GRIMALDI, 1978).
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Alguns pesquisadores estudaram diferentes métodos de fermentacédo para
as sementes de cupuacu, porém alguns problemas foram observados e artificios
tiveram que ser usados para conduzir uma fermentagdo adequada. Entre eles,
pode-se citar: a necessidade de neutralizagao da polpa que reveste as sementes
(COUTINHO, 1969), concentragéo ideal de carbonato de caicio a ser utilizada para
obtencéo da neutralizagdo adequada (NAZARE ef al, 1983 apud ARAGAO, 1992)
e adig8o de sacarose na massa (NAZARE et al, 1990).

Com o decorrer das pesquisas no assunto, varios trabalhos foram
desenvolvidos com a despolpa das sementes e obtiveram bons resultados, entre
0s quais pode-se citar os de VENTUTIERI & AGUIAR (1988), NAZARE ef al
(1990), ARAGAO (1992) e VASCONCELOS (1999).

VASCONCELOS (1999) adaptando metodologia proposta por GRIMALDI
(1978), utilizou as caixas T-60 em sementes de cupuacu despolpadas, residuo da
produgdo industrial de uma cooperativa. Apods realizar o estudo das
transformacdes fisicas e quimicas durante a fermentacéo, o autor observou que as
améndoas fermentadas possuiam caracteristicas de qualidade superior e assim
concluiu que a metodologia é adequada para obtengdo de um produto similar ao
obtido de sementes de cacau.

Apods o processo fermentativo, as sementes completamente livres da polpa
séo secas, até um contelGdo de umidade de 6-7%. A secagem estabiliza a
atividade microbiolégica nas sementes e previne o crescimento de mofos. Além
disso, € muito importante para se completarem as reagOes enzimaticas e
quimicas, que ocorrem dentro da semente durante a fase de fermentagdo das
améndoas (LAJUS, 1982).
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3.4 TRANSFORMAGOES ESPECIFICAS DURANTE O PROCESSO DE
FERMENTACAO ‘

O processo de fermentagio das sementes inicia-se naturalmente pela agado
da atividade microbiana na polpa mucilaginosa que envolve a semente. Os
produtos do metabolismo dos microrganismos, principalmente alcool, acidos e
calor gerado nos primeiros dias de fermentagio provocam a morte da semente e
desencadeiam importantes transformagdes fisicas, fisico-quimicas e estruturais
que afetam significativamente a qualidade do produto final principalmente os
aspectos que envolvem a formagéo de sabor (SCHWAN, 1996).

Durante a fermentagéo, uma atividade enzimatica se desenvolve e exerce
um papel fundamental durante a fermentagdo. A presenca e concentragcido de
muitos precursores do sabor que s&o sintetizados durante o processo, dependem
de mecanismos enzimaticos. Ndo se produzem somente os precursores de sabor,
mas também se produzem mudangas na coloragdo. Na Tabela 04 se resumem as
reagOes catalisadas enzimaticamente e seus produtos (BECKETT, 1994).

TABELA 04. Caracterizagdo das principais enzimas ativas na semente de cacau.

Enzima Localizagdo  Substrato Produtos pH Temperatura
(°C)
Invertase Semente, Sacarose Glucose, 4-525 52
testa frutose 37
Glicosidase (B-  Semente, Glicosideos Cianidina, 3,8-4,5 45
galactosidas) cotilédone agucares
Proteases Semente Proteinas Péptidios 47 55
Cotilédone aminoacidos
Fragmentos
Polifenoloxidase = Semente Polifendis o-quinonas 6 3915
Cotilédone (epicatequina) o-diquinonas 34,5

FONTE: BECKETT (1994).
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A coloracio dos cotilédones das améndoas fermentadas € um ponto muito
importante. A glicosidase é responsavel pela mudanga mais obvia que se observa
nas sementes de cacau Forastero, pois hidrolisa as antocianinas. Os cotilédones
perdem a cor violeta, adquirindo uma coloragdo mais clara, pois a cianidina
liberada adquire a forma pseudo - base incolor nas condigbes existentes.
Posteriormente, durante a operacéo de secagem, essas cianidinas serao oxidadas
sob acdo da polifenoloxidase, desenvolvendo-se a coloracdo marrom tipica do
cacau. A presenca de améndoas de cacau de cor violeta ao final da fermentagéo €
caracteristica de um produto mal fermentado e esta relacionada com um fraco
sabor de chocolate (FORSYTH & QUESNEL, 1957,ROHAN,1964).

3.4.1 Microbiologia da fermentacao

Ap6s a quebra do fruto, a polpa mucilaginosa contamina-se imediatamente
pelo ambiente e inicia-se entdo a sua fermentagdo. Os grupos de microrganismos
presentes na fermentacdo de cacau apresentam-se numa sucessdo que €
determinada pelas altera¢des do préprio substrato (SCHWAN et al, 1990). |

No inicio da fermentagdo varias espécies de leveduras proliferam (acidez
inicial da polpa favoravel, com pH aproximadamente 3,6) e iniciam a converséo
anaerdbica dos aglicares da polpa em etanol, caracterizando a primeira maior
atividade microbiolégica da fermentagéo de cacau: a fermentagdo alcodlica. Como
resultado da agdo dos microrganismos, a temperatura da massa de sementes
aumenta para 30-35°C e as células de polpa comegam a se romper nas primeiras
24 a 36 horas, causando o aparecimento de uma exudagéo aquosa que se dirige
aos orificios localizados no fundo das caixas de fermentagdo. Esta exudacéo e
chamada de mel (LOPEZ & QUESNEL, 1973; MINIFIE, 1989).

Entre as espécies de leveduras encontradas no processo fermentativo do
cacau brasileiro (proveniente da Bahia) estdo as do género Saccharomyces,

Candida, Pichia, Kloeckera, Torulospora e Kluyveromyces (SCHWAN, 1996).
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A atividade priméria das leveduras esta na conversdo de sacarose, glucose
e frutose a etanol e CO,. Medidas no teor de etanol mostram de forma clara que o
aumento da concentragéo deste, na polpa, faz com que ocorra uma penetragéo do
mesmo na améndoa. Varias leveduras isoladas, produzem acidos organicos
incluindo o acético, oxalico, fosférico, succinico e malico (SCHWAN, 1996).

As leveduras metabolizam &cido citrico causando um aumento do pH. Os
valores de pH elevam-se gradualmente, favorecendo assim o desenvolvimento de
bactérias lacticas (ROELOFSON, 1958 apud DRUMMOND, 1998).

Entre as principais bactérias lacticas que atuam na fermentacdo do cacau
brasileiro estdo Lactobacillus ssp., Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc mesenteroides e Lactococcus lactis. Em geral, a ocorréncia de
Lactococcus ssp. s6 € observada nos estagios finais desta fase da fermentagéo
(SCHWAN, 1996).

A maior parte das bactérias lacticas pode fermentar uma extensa gama de
agucares, inclusive as pentoses e pode atacar os acidos malico e citrico,
produzindo acido lactico, acético e diéxido de carbono acarretando uma queda
global na acidez e elevagéo do pH (CARR, 1982 apud DRUMMOND, 1998).

A interrupgdo do crescimento das bactérias lacticas na fermentagdo de
cacau se da principalmente devido ao término do substrato (agtcar). Apés os dois
primeiros dias de fermentagdo, com uma aeragdo da massa, os aglcares
reduzidos a cerca de 2%, presenga de alcool etilico e acido lactico, alta
temperatura (entre 35-40°C) e pH acima de 4, as condigbes ficam propicias ao
desenvolvimento das bactérias acéticas, capazes de crescer em etanol. O
substrato etanol é transformado pelas bactérias acéticas em acido acético e agua,
na presenca de oxigénio. Esta reagdo é exotérmica e produz uma quantidade
consideravel de energia, causando uma elevagédo da temperatura do meio a cerca

de 50°C ou mais (CARR, 1982 apud DRUMMOND, 1998).
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Além de induzir a acidez e a alta temperatura da massa, as bactérias
acéticas sdo responsaveis pela difusao e hidrélise das proteinas do cotilédone. A
partir de 72 horas de fermentagdo que o numero de bactérias acéticas
provavelmente comega a diminuir (DIMICK & HOSKIN, 1981) .

Entre as principais bactérias acéticas que atuam na fermentacdo do cacau
brasileiro estdo as Acefobacter pasteurianus, Acetobacter peroxydans,
Acetobacter acetti e Gluconobacter oxydans (SCHWAN, 1996).

3.4.2 Transformacgoes estruturais

O uso da microscopia na analise de alimentos, tem sido util no estudo de
sua microestrutura, seja por objetivos de pesquisa seja para localizar substancias
estranhas ao alimento em questdo. Estes tipos de analise compdem a Microscopia
de Alimentos (FLINT, 1994).

O estudo da estrutura celular das sementes de cacau e cupuagu € muito
importante para se compreender melhor as transformagbes que acontecem no

interior das mesmas durante a fermentagao.

A semente de cacau é formada pelo mesocarpo, pelo endocarpo, pelo
espermoderma, pelo endosperma e pelos cotilédones. Essas quatro primeiras
camadas constituem a testa ou tegumento da semente. Os cotilédones ficam
envoltos na testa e representam a parte utili da semente na fabricagdo de
chocolate e de manteiga de cacau (BEUX, 1997).
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Segundo BELITZ & GROSCH (1988); BOCA (1977) apud LAJUS (1982) na
estrutura histolégica dos cotilédones, distinguem-se trés tipos de células:

- Células de epiderme: possuem forma alongada e cor marrom;

- Células de pigmentos ou células de depdsito de polifendis: células grandes que
constituem cerca de 10% das células dos cotilédones. Contém os pigmentos
antocianinicos, os polifendis (catequinas e leucocianidinas) e as purinas
(teobromina e cafeina). Esses componentes participam das reagoes quimicas e
enzimaticas que ocorrem no interior das sementes durante a fermentacéo, as
quais ser@o responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas de cor e
aroma;

- Células parenquimatosas ou células de reserva: células menores, incolores e
constituem cerca de 90% das células dos cotilédones. Contém proteina sob a
forma de gréos de aleurona, amido, aglicares e muitas goticulas pequenas de
gordura.

A Figura 06 mostra um esquema dos tipos de células citados.

EPIDERME COM
PELOS

TECIDO INTERNO
DO COTILEDONE
COM CELULAS
PIGMENTADAS

Figura 06.Seccao de um cotilédone de cacau.
FONTE: BELITZ&GROSCH (1988)
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A principal reserva das sementes de cacau é lipidica (mais de 50% da
matéria seca), seguida de proteinas (cerca de 12%). O teor de amido varia de 4,5
a 7%, sendo que a amilose corresponde a cerca de 30% do total (URBANSKI,
1992).

Durante a fermentag@o, ocorre um aumento na concentragédo do teor de
amido nas sementes de cacau, provavelmente devido a perda de sdélidos soluveis
por exsudacado (SCHMIEDER & KEENEY, 1980).

BRITO (2000) ao analisar os teores de amido em sementes de cacau
durante 72 horas de fermentagéo, observou uma queda de 9,28% em relacéo a
semente ndo fermentada, estando assim em desacordo com os autores acima
citados.

Entre os carboidratos encontrados no cacau, além do amido como principal
carboidrato de reserva, pode-se citar agucares sollveis, oligossacarideos e
polissacarideos das paredes celulares. Os polissacarideos da parede celular
estdo distribuidos da seguinte forma no cacau: pectina (arabinose) 52%, celulose
28%, pectina (galactose) 9%, xiloglucano 8% e galactomanano 3% (REDGWELL
& HANSEN, 2000).

Na semente madura a maioria das células do cotilédone possui vacuolos de
lipidios bem compactados, cobertos pelo citoplasma restante, que contém
vaclolos de proteinas comprimidos entre vacuolos de lipidios. Durante a
fermentag&o, logo apds a morte das sementes, os vacuolos de lipidios se fundem
e formam uma fase lipidica continua que envolve as inclusdes citoplasmaticas
remanescentes como uma fase dispersa. A compartimentacdo (vacuolos de
proteina, nlcleo, mitocéndrias, etc.) é perdida. Portanto, reagdes entre compostos
soluveis em agua de diferentes compartimentos da célula viva podem ser
reduzidas pela fusdo dos vacutolos de lipidios, o que ird depender das condigdes

durante a fermentac¢éo (BIEHL et al, 1977).
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DIAS (1987) avaliou a perda da capacidade germinativa em sementes de
cacau durante a fermentagdo e verificou que todas as sementes continuavam
germinando ap6s o primeiro dia de processo. Entretanto, no segundo e terceiro
dia, o autor observou perdas de 15 e 96% na germinagao, respectivamente.

As sementes morrem em funcdo da acdo do etanol e do acido acético
absorvidos pelos cotilédones (difuséo da testa para o interior da semente) e da
elevacao da temperatura na massa. Em nivel macroscdpico reconhece-se a morte
das sementes pela perda da capacidade germinativa e difusdo dos pigmentos
antocianinicos para fora das células de depésito, colorindo o liquido intersticial.
Ocorre também um entumescimento das sementes devido a diferen¢a na presséo
osmética dentro e fora da testa, que lhes confere o poder de absorver agua. A
partir da perda do poder germinativo, a semente passa a ser chamada de
améndoa (CHATT, 1953; ROHAN, 1964).

A absorgdo de agua pela semente durante as primeiras horas de
fermentacdo € influenciada pela temperatura e presenca de substancias
osmoticamente ativas. Foi observado que os vactolos intactos do cotilédone, que
contém proteinas, séo responsaveis por este fenémeno (BIEHL, 1982a).

Durante o seu desenvolvimento, as sementes de plantas, armazenam
grandes quantidades de proteinas, que servem como fonte de compostos
orgénicos necessarios a germinagéo (VOIGT & BIEHL, 1993).

Os vacuolos de proteinas, permitem a absorgdo de agua, até que as
condigdes de fermentagéo proporcionem um aumento de temperatura até 45°C.
Acima disso, a fusdo de lipidios no meio reduz as trocas de difusdo nas células e a
absorgdo de agua (BIEHL et al/, 1982a).
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Convém mencionar que em materiais biologicamente ativos como as
cascas de sementes, por exemplo, a permeabilidade a agua, depende da sua
estrutura e das impregnag¢des presentes nas membranas celulares tais como
lignina, gordura e tanino (POPINIGIS, 1985 apud DIAS, 1987).

DIAS (1987) estudou a permeabilidade da casca da semente de cacau ao
acido acético durante a fermentagéo e concluiu que a mesma é afetada pela morte
das sementes. Ha uma queda acentuada na permeabilidade no momento em que
a porcentagem de sementes mortas aumenta.

As alteragdes estruturais na semente de cacau ja foram bastante estudadas
por BIEHL e colaboradores em diversos trabalhos, que na sua maioria enfocam as
modificagbes subcelulares em condigdes que simulam uma fermentagéo. Pode-se
ver a importancia da quebra das organelas citoplasmaticas, absor¢édo de agua,
inchamento dos corpos protéicos, difusdo de acido acético, fusdo dos lipidios e
destruicdo dos vacuolos de polifendis (BIEHL et al, 1977;1982a,b).

BRITO (2000) estudou por microscopia eletrénica de varredura e
microscopia de luz, as 72 primeiras horas de fermentagdo, a améndoa seca e
torrada de cacau. O trabalho permitiu observagdo da degradagéo de corpos
protéicos e esvaziamento das células que continham polifénois. Na secagem e
torracao, destacou-se a ruptura celular e destruicdo da rede citoplasmatica.

O primeiro e até o presente, Unico trabalho referente a microestrutura de
cupuagu e modificagbes subcelulares durante a fermentagéo foi realizado por
CUNHA et al (1997). Utilizando sementes congeladas, os autores analisaram por
microscopia de luz algumas das alteragbes que ocorrem nas améndoas durante o
processo fermentativo. Concluiu-se que 0 cupuagu, assim como o cacau, tem
como principais reservas, lipidios e proteinas. Também segundo a pesquisa, ficou
visivel o rompimento de células e difusdo de fendlicos durante a fermentacao.
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3.4.3 Transformacoes fisico-quimicas e biologicas

Entre 0 segundo e terceiro dia de fermentacdo as sementes de cacau
perdem a capacidade de germinagéo, em consegqiiéncia da acao do etanol e do
acido acético absorvidos pelos cotilédones e da alta temperatura alcangada pela
massa (45 a 50°C). Com isso, ocorre uma difusdo do conteudo celular, iniciando-
se uma seérie de reagdes relacionadas com as alteragdes de sabor, aroma e cor da
semente, ocorrendo hidrélise das proteinas, originando aminoacidos livres
(FORSYTH & QUESNEL, 1957;SCHWAN et al, 1990).

A difus@o do conteldo celular depende das propriedades fisico-quimicas
das substancias, tamanho das moléculas, solubilidade, temperatura e
permeabilidade seletiva das membranas celulares (VILLENEUVE, 1989). A
difusdo dos acidos para o interior do cotilédone contribui para que ocorram as
reagOes enzimaticas, propicia uma protecéo contra as bactérias putrefativas e com
isso evita prejuizos ao sabor devido & produgéo dos &acidos volateis C; a Cs
(QUESNEL, 1968 apud ZAMALLOA, 1994).

Alguns aminoacidos originados da hidrélise proteolitica durante a
fermentagdo, complexam-se com constituintes fendlicos (quinonas). Essa
combinacdo diminui o amargor e adstringéncia, caracteristicas de alguns
aminoacidos e polifendis responsaveis pelo sabor no chocolate (FORSYTH et al,
1958; CROS, 1999).

Estudando a produgéo de aminoacidos livres durante a fermentacdo de
cacau (Gana e Nigéria), ROHAN & STEWART (1967a) observaram um aumento
da concentragdo ao longo do processo e o valor maximo foi atingido ao quarto dia
de fermentacao.
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A fracdo protéica das sementes de cacau €& formada por albuminas,
globulinas, prolaminas e glutelina, sendo as albuminas encontradas em maior
quantidade (ZAK & KEENEY, 1976). Entretanto, VOIGT e BIEHL (1993) em
pesquisa sobre proteinas em sementes de cacau ndo detectaram a existéncia de

prolaminas, nem fragdes de glutelina.

Durante a fermentagdo, uma degradacéo seletiva das proteinas de reserva
€ observada (BIEHL et al, 1982b).

Nas améndoas bem fermentadas, a globulina € a Unica proteina atacada
pelas proteases quando em pH moderado (pH>5,0). No entanto, apés forte
acidificac@o das sementes todas as proteinas sao degradadas. Os peptideos e
aminoacidos liberados nao parecem ser metabolizados, a menos que as sementes
absorvam oxigénio, entretanto seus teores sao alterados durante a secagem
(MACRAE et al, 1993).

Segundo BIEHL & VOIGT (1996), duas das muitas proteinas das sementes
sao acumuladas e armazenadas em células do cotilédone: a globulina-7S (vicilina)
(43% do total de proteina, extraido de sementes nao fermentadas) e a albumina
(52%). Sementes de cacau nao contém globulina-11S. Os precursores de aroma
sao gerados partir da globulina-7S e ndo da albumina.

Durante o aumento da producdo de aminoacidos livres durante a
fermentacao de cacau, MARAVALHAS (1971) confirma um suave aumento nos
teores de arginina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina e valina durante o
processo.

BRITO (2000), no estudo do cacau, observou apés 72 horas de
fermentagdo um aumento em quase todos os aminoacidos livres, com excegédo da
tirosina e lisina.
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LOPES (2000) observou que tanto para cacau quanto para cupuagu
ocorrem elevagdes significativas nos teores de aminoacidos livres durante a
fermentacdo. Para cacau séo significativos: metionina, fenilalanina, leucina, valina,
treonina, histidina, tirosina, isoleucina, alanina, acido aspartico, serina e acido
glutamico. Para cupuagu: prolina, arginina, leucina, alanina, serina, valina,
fenilalanina, acido glutamico, &acido aspartico e isoleucina. No mesmo trabalho,
observou-se o consumo relevante durante a torracdo, evidenciando a importante
participacdo destes na formagéo do sabor.

Junto com a formagdo de aminodcidos livres, tem-se a formagdo dos
acucares redutores, sendo essas duas classes de compostos entdo
caracterizadas como os principais precursores de formagéo de sabor. Os aclcares
redutores s&o produzidos em parte a partir da sacarose presente na semente ndo
fermentada.

Esse acgucar € hidrolisado durante a fermentagéo, originando glucose e
frutose. A concentragéo 6tima dos agucares redutores na semente é atingida ao
mesmo tempo que o desenvolvimento méaximo do sabor e coincide
aproximadamente com a concentragdo maxima dos aminoacidos (ROHAN &
STEWART, 1967b).

O conteudo de sacarose diminui rapidamente no curso dos primeiros dias
de fermentagdo e o teor maximo em aglcares redutores é produzido a partir do
quarto dia (PEZOA, 1989 apud ZAMALLOA, 1994).

As améndoas frescas de cacau possuem um teor de sacarose entre 1,5 e
2%. Os valores finais de glicose e frutose formadas durante a fermentacdo
estariam em torno de 0,05-0,2% e 0,3-0,5%, respectivamente (CROS &
JEANJEAN, 1995).
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VASCONCELOS (1999) estudando o processo fermentativo de cupuacu
observou que as transformagdes que ocorrem nos aglcares se assemelham
aquelas descritas na literatura para cacau. O teor de sacarose inicial encontrado
foi de 1,84%, sendo rapidamente consumido. Os valores finais de glicose e frutose
encontrados apds 7 dias de fermentagdo estariam em torno de 0,46% e 0,6%,

respectivamente.

ROHAN & STEWART (1966) mostra que a importancia da formac&o dos
precursores esta no fato de que, quando as améndoas sdo submetidas ao
processo de torragdo, os aminoacidos livres e aglcares redutores participam da
sintese das pirazinas, componentes esses de grande importancia no sabor do
chocolate.

A fase que se sobrepbe a fase anaerdbica é conhecida como “Fase de
Condensagéo Oxidativa”. A oxidagéo continua na fase de secagem até que o teor
de umidade atinja um ponto minimo, onde cessa a atividade da polifenoloxidase. A
reducéo da adstringéncia e amargor devido a oxidagio de polifenéis que formam
complexos com proteinas e peptideos é o fato mais importante que ocorre nesta
fase (FORSYTH & QUESNEL, 1963 apud ZAMALLOA, 1994).

Durante a fermentacdo das sementes, os polifendis sofrem intensas
modificagbes. Com essas modificagGes, substancias fendlicas e enzimas sao
liberadas de seus respectivos locais de armazenamento na célula e com isso os
polifendis se combinam com as proteinas por complexagéo reversivel por meio de
pontes de hidrogénio e da oxidagéo irreversivel dos polifendis a quinonas, que
sofrem condensagao covalente com os grupos reativos de aminoacidos, peptidios,
proteinas e fibras. Essas reagdes levam a um baixo valor bioldgico das améndoas,
mas sao alteragbes desejaveis para o desenvolvimento do sabor caracteristico
(FORSYTH & QUESNEL, 1958; MACRAE et al, 1993).
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Os principais constituintes fendlicos em sementes de cacau s3o as
leucocianidinas (58%), catequinas (37%) e antocianinas (4%). Durante a
fermentag@o ha um decréscimo de 70% no nivel de fendlicos totais apés oito dias
de processo (CROS et al, 1982).

A identificacdo de compostos polifendlicos presentes no cacau ja foi
assunto de pesquisas que mostram que estas substancias possuem acao
antioxidante, além de tocoferdis (vitamina E), antioxidantes presentes na manteiga
de cacau (HARVER, 1999).

FERNANDEZ BARBERY (1999) sugere em seu trabalho que uma redugdo
significativa dos compostos fendlicos presentes no cacau insuficientemente
fermentado, pode ser obtida com o uso da enzima polifenoloxidase. O processo de
autoclavagem também influéncia na diminuicdo de fendis totais, perdas de até
24% nos teores foram observadas.

BRITO (2000) analisando fenodis totais em améndoas de cacau observou
um valor de 231mg/g para a semente e apds 72 horas de fermentagéo, este valor
sofreu uma redugao, ficando em torno de 213mg/g. A queda nos valores continuou
sendo observada nas analises da améndoa seca (157mg/g) e torrada (131mg/g).

No estudo das caracteristicas fisicas e quimicas das sementes de cupuacu,
ARAGAO (1992) e VASCONCELOS (1999) concluiram que as mesmas sofreram
modificagbes ao longo do processo fermentativo. Nos cotilédones, os autores
observaram uma absorgéo de agua ao longo dos primeiros dias de fermentacio,
um decréscimo inicial nos teores de proteinas e fibras, aumento da acidez e teores
praticamente constantes no decorrer dos dias para gordura e cinzas.

A Figura 07 mostra um fluxograma que resume e descreve de maneira bem

simplificada as reagdes e transformagdes que ocorrem durante a fermentacio.
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SEMENTES COM MUCILAGEM
\

Caixas de fermentacao

i

J FASE ANAEROBICA

leveduras .
Acicares ________ | Alcool + 17.8 Kcal
Auséncia de ar
i

Elevagado da temperatura e drenagem do mel
elevacgéo do pH

4 FASE AEROBICA
Entrada de ar na massa de fermentacao
Crescimento de bactérias lacticas
Crescimento de bactérias acéticas

\

. Bacterias acéticas
Alcool ————— Acido acético +118.2 Kcal
+0,4

J
Acidoacético ____,CO, + H,0 + 209.4 Kcal
d;
Acido lactico + acido acético morte do gérmem
2
Difus&o dos pigmentos através das células de armazenagem
i F

Reacgdes enzimaticas anaerobicas (Hidrdlise, protedlise)
{
Desenvolvimento dos precursores do sabor

{

Entrada de oxigénio na semente
Reacgé&o oxidativa por agdo enzimatica

Reducgao do amargor e adstringéncia

Figura 07. Fluxograma das etapas ocorridas na fermentagéo do cacau (LOPEZ, 1974).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Matéria prima

Sementes de cacau Forastero e cupuagu Redondo (safra 1999) foram
fermentadas por especialistas na Cooperativa Agricola Mista de Tomeé-Agu
(CAMTA), em Quatro Bocas Tomé-Agu, estado do Para.

Os frutos de cacau foram colhidos maduros e tiveram um tempo de pos-
colheita de 3 dias. As sementes de cacau n&o foram despolpadas para o inicio da
fermentacdo. As sementes de cupuagu, residuo da industrializacdo da
Cooperativa, foram despolpadas mecanicamente, com um residual de polpa ao
redor de 5%.

Aléem de amostras retiradas imediatamente apés a despolpa, retirou-se
amostras em periodos de 24 horas de intervalo do processo fermentativo. Essas
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, seladas, congeladas e
mantidas a -20°C. O material foi transportado em caixas de isopor, via aérea para
Campinas-SP, sendo acondicionado na camara frigorifica da Faculdade de
Engenharia de Alimentos (FEA-UNICAMP) a -20°C.

Apos o término do processo fermentativo as améndoas foram submetidas a
uma secagem natural. Ao atingirem a umidade de 6%, as améndoas também
foram acondicionadas em sacos plasticos, lacradas, colocadas em caixas e
transportadas para Campinas - SP.

45



Material e Métodos

4.1.2. Equipamentos

- Balanca analitica SAUTEP - mod.414;

- Balanca semi-analitica METTLER - mod. P1210;

- Moinho IKA — UNIVERSAL MUHLE M20 Janke & Sunsel GmbHU. Cokg.;

- Destilador para analise de proteina - TECNAL - mod. TE-036;

- Bloco digestor de proteina - TECHNICON - mod. BD-40;

- Estufa de circulagéo forgada de ar - FANEN - mod.320/sc 300;

- Extrator e digestor de fibras - FANEN;

- Extrator de gordura - Tipo SOXHLET FANEM - mod. 170-1;

- Mufla - ENGRO - mod.355 - L;

- Potencidmetro — MICRONAL - mod. B -374;

- Micrétomo R. Jung Heidelberg;

- Emblocadora Reichert-Jung;

- Microscépio Optico - Olympus IX 50;

- Exposure Control Unit - Olympus PM-20;

- Espectrofotdmetro Beckman, modelo DU-70;

- Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia, Shimadzu Co., modelo LC-10, equipado
com forno, injetor automatico de amostras, processador de dados, monitor e
impressora;

- Detectores de indice de refragéo, modelo RID 6 A e ultravioleta, modelo SPD-
10AV, ambos da marca Shimadzu Co;

- Cromatdgrafo de troca i6nica com derivatizagdo pds-coluna com ninidrina-
P4000, com reator PCx3100;

- Outros aparelhos e materiais comuns de laboratorio.

4.1.3. Reagentes

Os reagentes utilizados em todas as analises apresentaram grau de pureza
exigido conforme cada método de analise, na sua maioria puros (p.a) e foram de

diferentes procedéncias: Merck, Sigma, Grupo Quimica e outros.
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4.2. METODOS

4.2.1 Fermentacao e Secagem

Utilizou-se uma caixa de fermentagdo continua, T-60, conforme sugerida
por GRIMALDI (1978) e adaptada por VASCONCELOS (1999). A caixa possui
dimensdes de 190 x 120 x 60 cm de altura e espaco entre as tdbuas de fundo de
0,2 cm de largura, para liberagéo do exsudado.

As sementes foram colocadas na caixa juntamente com cortes de folhas de
bananeira para propiciar uma inoculagdo, uma vez que 0s microrganismos
existentes na superficie da folha podem servir como agentes ativadores do
processo fermentativo. As sementes também foram cobertas com sacos de
aniagem, como forma de auxiliar a retengéo do calor gerado na fermentacgao.

O processo durou 7 dias e os revolvimentos da massa foram realizados
apods 48, 96 e 144 horas.

Durante a fermentacéo foram registradas temperaturas diarias da massa,
em diferentes niveis: na superficie, meio e fundo. A temperatura considerada foi a
meédia entre as trés leituras. Analises de pH (AOAC, 1997 método 31.1.07) e
acidez (AOAC, 1997 método 11.14.3) foram realizadas como acompanhamento do

processo indicando assim a adequagao da fermentagao.

Apos o processo fermentativo, as améndoas de cacau e cupuagu sofreram
um processo de secagem natural. Foram colocadas em barcagas de madeira e
submetidas ao sol até atingirem umidade residual de 6%. Os teores de umidade
ao longo dos dias de secagem foram determinados com auxilio de um medidor de
umidade de cacau, modelo HYGRON fabricado por GEHAKA LTDA.
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A secagem das améndoas de cacau e cupuacu teve duracdo de 14 e 20
dias, respectivamente. Segundo LOPES (2000), os dias a mais de secagem para
0 cupuagu podem ser justificados pelo tamanho das améndoas e pela maior
espessura de sua testa.

4.2.2 Classificacdao das améndoas fermentadas e secas de cacau e cupuacgu

Avaliou-se o lote de améndoas fermentadas e secas, quanto a sua
qualidade de fermentagao, através da prova de corte. Retirou-se 100 améndoas
aleatoriamente (em triplicata), as quais foram seccionadas de forma longitudinal e
observadas uma a uma de acordo com o método proposto na Resolugdo n® 42 do
Conselho Nacional de Comércio Exterior (CONCEX, 1968).

4.2.3 Analise das caracteristicas fisico-quimicas das sementes e améndoas
de cacau e cupuacu

Para amostras de cada dia da fermentacdo foram realizadas as analises
abaixo relacionadas, com excegdo da andlise de fibras e cinzas que somente
foram aplicadas nas amostras da semente fresca e Ultimo dia da fermentagéo.

- Teor de Umidade - Método 31.1.02 da AOAC (1997).

- Teor de Gordura - Método 31.4.02 da AOAC (1997).

- Teor de Proteinas - Método 31.1.08 da AOAC (1997).

- Teor de Cinzas- Método 31.1.04 da AOAC (1997).

- Teor de Fibras - Método acido-detergente, segundo GOERING & VANSOEST
(1970).

- pH - Método 31.1.07 da AOAC (1997).

- Acidez Tituladvel - Método 11.14.3 da AOAC (1997).

Para as analises, sementes e améndoas foram descongeladas e separadas

manualmente a testa, embrido e cotilédones.
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4.2.4 Andlise de aclicares e acidos soltveis em agua durante o processo
fermentativo em améndoas de cacau e cupuagu.

A extracdo das amostras para as andlises de cromatografia liquida
seguiram meétodo proposto por VASCONCELOS (1999), com algumas
modificacdes. As amostras congeladas foram submetidas a temperatura ambiente,

trituradas e cerca de 10g foram diluidas em 100 mL de agua nanopure®.

Uma homogeneizagéo foi realizada por 3 minutos em TUREX T25basic
marca IKA Labortechnik a 9500 min" e em seguida a mistura foi submetida a
centrifugagdo (3200xg) por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana
da marca Sartorius AG, com porosidade de 0,45um até se obter um extrato
limpido.

Cerca de 20ulL foram injetados no equipamento e as analises seguiram as

seguintes condigdes cromatogréaficas:

- Anélise de acucares: determinagédo de sacarose, frutose e glicose.

Fase Movel: Acetonitrila : Agua (80:20).
Fluxo: 0,6mL/min

Temperatura: 30°C

Presséo: 58kgf/cm?

Detector: indice de refragéo

Tempo de corrida: 25 minutos.

Foi utilizada coluna da marca Shimadzu Shim-Pack CLC-NH, (M) e pré-

colunas, vials.
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- Anélise de &cidos: determinacéo de acido citrico, lactico e acético.

Fase Movel: Solugdo de acido perclérico a pH 2,1.
Fluxo: 1,0mL/min

Temperatura: 50°C

Pressao: 50kgf/cm?

Detector: UV, regulado para leituras a 210nm.
Tempo de corrida: 15 minutos.

Foi utilizada coluna da marca Shimadzu Shim-Pack LC Column SCR-1014

e preé-colunas, vials.

As condicbes de andlise e quantificagdo dos resultados seguiram
metodologia de DRUZIAN et al (1997) e DRUZIAN et a/ (1999) para acidos e

agucares, respectivamente.

425 Analise do perfil de aminoacidos livres durante o processo

fermentativo de cacau e cupuagu.

Os aminoacidos livres foram extraidos segundo metodologia proposta por
BECKMAN (1977) revista por LOPES (2000). 500mg do p6é desengordurado de
cacau e cupuagu foi adicionado a 5 mL de acido sulfossalisilico 3,5% e
centrifugados a 8200xg por 15 minutos. Aliquotas de 0,5mL foram retiradas e
diluidas em 0,5mL de solugéo tampéo de citrato de sédio (20g/L pH=2,2), em
seguida realizou-se uma filtragdo em membrana Millipore (0,22 um). O filtrado foi

congelado e estocado até o momento da analise.

Tanto para cacau, quanto para cupuagu, as amostras extraidas e
submetidas a anadlise foram: semente, primeiro dia de fermentacéo, quarto dia de

fermentacao, ultimo dia de fermentacdo e améndoa seca.
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As determinacbes foram feitas utilizando CLAE TSP - Thermo Separation
Products, com bomba degaseificadora, acoplada a um médulo de pré-reacio
Pickering Laboratories PCX 3100 post column reaction module, operando com
detector de UV, nas faixas de 440 a 5701, modelo Spectro System UV2000. Foi
utilizada coluna analitica Pickering Laboratories 1193250 (Na* 8um, 3mm ID X
250mm) acoplada a uma pré coluna Pickering Laboratories 1192020 (Na* 8um,
2mm ID X 20mm). Solugdes de Na (3,15;7,4 e 0,2 N) foram utilizadas com fluxo de
0,3 mL/min a 55°C na coluna e 130°C no reator. Para ambas analises o volume de
injecéo foi de 20ul (VASCONCELOS, 1999; LOPES, 2000).

4.2.6 Anadlise de fenéis totais durante o processo fermentativo de cacau e
cupuacgu.

A extrac@o dos fendis totais foi realizada segundo metodologia de PRICE &
BUTLER (1977) adaptada por FERNANDEZ BARBERY (1999). Cerca de 50mg da
amostra triturada, seca e desengordurada foi misturada a 15 ml da solugdo

extratora, acetona 70%.

A extragcdo foi realizada a 4°C com agitacdo durante 20 minutos,
centrifugadas a 3200xg por 10 minutos. Aliquotas de 0,5mL do sobrenadante
foram completadas com 0,5mL de agua e submetidas a determinagéo.

Para a determinacao, seguiu-se o método de AMERINE & OUGH (sd). 60
mL de agua destilada foram acrescentados as aliquotas, entdo 5 mL de Folin-
Ciocalteau e 15 mL de carbonato de sédio anidro a 20% foram adicionados a
solugéo.

As amostras foram mantidas em repouso, a 20°C, durante 2 horas.
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As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a absorbéancia de
765nm. Para a quantificacdo dos fendis totais, foi construida uma curva de
calibragdo com concentragdes 0, 50, 100, 150, 250 e 500mg/L, expressas em
equivalente de &acido tanico.

4.2.7 Composicdo e percentual de acidos graxos da gordura de cacau e
cupuacu durante o processo fermentativo.

Realizou-se por cromatografia gasosa dos ésteres metilicos, seguindo
método oficial AOCS Ce 1-62 (1993). Utilizou-se coluna empacotada Silar 10C
(10% cianopropilsiloxano em chromosorb W) de 4 m de comprimento por 1/8” de
diametro.

A temperatura da coluna foi de 175°C e a temperatura do detector
(ionizag&o de chama) e do injetor de 225°C. O fluxo do gas de arraste (N,) foi de
25 mL/min.

Os ésteres metilicos foram preparados segundo HARTMAN & LAGO (1973)
e em seguida, uma amostra de 1ul foi injetada no cromatégrafo. Realizou-se a
identificagédo por comparagdo dos tempos de retengdo dos padrdes adequados
(Standard Nu-Chek, MN-USA) e a quantificagdo pela normalizacdo das areas
calculadas pelo integrador LCI-100, Perkin-Elmer e com a ajuda do pacote
informatico Peaksimple Chromatography data system (SRI).
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4.2.8 Andlise da microestrutura das sementes e améndoas de cacau e
cupuagu

As améndoas de cacau e cupuagu correspondentes a cada dia da
fermentagéo foram colhidas ao acaso, seguindo metodologia estatistica de
KENDALL et al (1987) apud NETO et al (1996). As améndoas foram cortadas ao
meio, divididas em quatro partes e um quarto de fragdo do cotilédone de diferentes
améndoas (formando entdo um todo) foram armazenadas em solucéo fixadora de
acido crémico-formol (1:1) e enviadas a Campinas - SP.

Apés a fixagdo, as améndoas foram cortadas em pedagos menores e
submetidas a diversas lavagens com agua destilada. O material, em seguida, foi
submetido a uma desidratagéo em etanol com concentragdes crescentes (70, 80,
95, 100%), permanecendo 1 hora em cada solugdo. Uma diafanizagdo em xilol
durante 15-30 minutos foi realizada posteriormente.

As améndoas foram entdo incluidas em parafina. O material embebido em
parafina foi colocado em estufa a 58°C, por aproximadamente 12 horas, com duas
trocas. A seguir, os pedagos de améndoas foram emblocados com parafina e
resfriados imediatamente.

Feito isso, os materiais foram seccionados em microtomo, com cortes de
7um de espessura, colocados em laminas e desparafinizados. O processo de

desparafinizagdo seguiu a técnica:

- Xilol | - 30 minutos, Xilol Il - 30 minutos, Alcool-Xilol - 15 minutos, Metanol-

cloroférmio - 2 horas

O material foi rehidratado, permanecendo 5 minutos em solucdes de etanol
com concentracbes crescentes (100,95,80,70%) e por fim foi lavado em agua

destilada.
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Os métodos citoquimicos de analise usados na detecgao dos diferentes
componentes estruturais estdo abaixo relacionados. O material, depois de corado,
foi analisado por técnicas de microscopia de luz.

- Azul de Toluidina (AT) 0.025% a pH 4.0

A coloragdo pelo AT em tampao Mclivaine a pH 4, ocorreu durante 15
minutos a temperatura ambiente, seguindo-se trés banhos rapidos em agua
destilada. As laminas foram secas ao ar, diafanizadas em xilol por 10 minutos e
montadas em Entellan (VIDAL,1977 apud BEGNAMI, 1998).

Algumas laminas coradas em AT pH 4,0 foram submetidas a microscopia
de polarizagdo com o objetivo de identificar gréos de amido.

- Xylidine Ponceau (XP) a pH 2.5

Uma solugdo aquosa de Xylidine Ponceau 0,1% a pH 2,5 foi aplicada
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se lavagem em acido aceético
3% durante 15 minutos, dois banhos em agua destilada, desidratacdo em etanol
95% e 100% por 2 minutos cada, diafanizagdo em xilol por 10 minutos e
montagem em Entellan (CORTELAZZO & VIDAL, 1991).

- Método do PAS/Reativo de Schiff

Os cortes foram previamente tratados com glicina 50mM durante 15
minutos com o objetivo de bloquear os grupamentos aldeidicos do fixador.

Em seguida, os cortes foram oxidados com acido periddico 0,5% durante 9
minutos, lavados em agua destilada, secos ao ar e cobertos, a temperatura
ambiente e no escuro, com reativo de Schiff durante 30 minutos.
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Apds este periodo, foram aplicados trés banhos consecutivos de agua
sulfurosa (HCI 1 N, metabissulfito de sddio 10% e H20) de 3 minutos cada. Os
cortes foram desidratados em etanol 95 e 100% por 2 minutos cada, diafanizados
em xilol por 10 minutos e montados em Entellan (CORTELAZZO, 1992 apud
BEGNAMI, 1998).

Como controle do método, as laminas contendo os materiais analisados
foram imersas em Reativo de Schiff, sem terem sido oxidadas pelo acido

periddico, procedendo-se as demais etapas do método, ja citadas acima.

- Floroglucina/HCI

Em meio umedecido, aplicou-se aos cortes uma solugdo de 5% de
floroglucina em etanol 92% (p/v) durante 40 minutos. Em seguida, aplicou-se uma
solucado de HCI 2,5% durante 10 minutos. As laminas foram montadas em agua,
vedadas com esmalte e submetidas imediatamente a analise microscopica.

55



Resultados e Discusséo

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FERMENTACAO

5.1.1 Perfil de temperatura durante a fermentagao

Como acompanhamento da fermentagdo, o perfil de temperatura das

sementes de cupuagu e cacau durante os dias de fermentacao foi tragado e pode
ser visualizado na Figura 08.
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Figura 08. Perfis de temperatura das sementes de cacau e
cupuacgu durante a fermentagéo.

Pode-se observar que a partir do primeiro dia de fermentagéo ha uma
elevagéo significativa da temperatura, atingindo um maximo ao terceiro dia de
processo (49°C e 47°C para cacau e cupuagu, respectivamente). Apos esse
maximo, as sementes sofreram uma queda de temperatura e no caso do cacau

uma estabilizagdo foi observada até o final do processo, com temperatura em
torno de 45°C.
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As sementes de cupuagu por sua vez apresentaram oscilagbes de
temperatura, subindo (44°C) e novamente decrescendo bruscamente no sexto dia
de fermentagdo (38°C). Com um ligeiro aumento, a temperatura final para
sementes de cupuagu foi de 41°C.

As temperaturas maximas obtidas ao terceiro dia s&o satisfatérias, pois
segundo ZAMALLOA (1994), boas fermentagdes de cacau devem atingir 45 a
48°C em aproximadamente 72 horas apés iniciado o processo fermentativo.

O comportamento das sementes de cacau esta de acordo com a literatura
consultada, que indica um incremento de temperatura nos primeiros dias e uma
tendéncia de estabilizacdo nos dias seguintes (LAJUS, 1982; DIAS, 1987,
ZAMALLOA, 1994; LOPES, 2000).

As oscilagbes de temperatura encontradas nos ultimos dias de fermentagao
para as sementes de cupuagu diferem dos resultados obtidos por NAZARE (1990),
ARAGAO (1992) e VASCONCELOS (1999). Os trabalhos indicam, assim como
para o cacau, uma estabilizag@o nos Ultimos dias do processo.

Apesar da diferenga no comportamento, as temperaturas alcancadas pela
massa de sementes de cupuacu foram suficientes para garantir uma boa
fermentagdo. As oscilagdes podem ser explicadas pelo fato de que, o aumento
elou decréscimo de temperatura é fungdo da atividade metabdlica de
microrganismos.
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5.1.2. Variacdo de pH nos cotilédones e testas durante a fermentagao

Os valores de pH nos cotilédones de cacau e cupuagu observados ao longo
da fermentagdo podem ser visualizados na Figura 09.
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Figura 09. Valores de pH dos cotilédones de cacau e cupuagu
durante o processo fermentativo.

Os cotilédones de cacau apresentaram pH de 6,19 antes do processo ser
iniciado. O primeiro dia de fermentagéo causou uma redugéo significativa no valor
inicial (queda para pH 5,42) e essa tendéncia de declinio foi observada até o
quinto dia, onde obteve-se o menor valor de pH (4,36) em todo o processo. Apés
esse minimo, observou-se uma elevacédo devido a queda na formagéo de acidos,
principalmente o acético e sintetizagdo do acido citrico durante os dias finais de

fermentagéo. O pH final ficou em torno de 4,78.
O pH da améndoa de cacau fermentada e seca (5,42) mais elevado era

esperado devido a perdas por volatilizagdo do acido acético no processo de

secagem.
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As caracteristicas encontradas para os cotilédones de cacau estdo de
acordo com a literatura consultada e o valor final de pH acima de 4,5 mostra que
0S mesmos possuem um bom potencial para formagdo de sabor de chocolate
(SHEPERD, 1976; BIEHL et al, 1977; DIAS, 1998; LOPES, 2000).

Os cotilédones de cupuagu apresentaram antes do inicio da fermentagao
um valor de pH de 6,30, ocorrendo um decréscimo durante 0 processo. O valor
minimo encontrado foi de 5,36 no terceiro dia de fermentagéo. Apds esse minimo
uma certa estabilizac8o foi encontrada, com pequenas oscilagoes. O pH final de
processo ficou em torno de 5,72.

O pH da améndoa de cupuagu seca e fermentada (5,85) também se
mostrou mais elevado, evidenciando novamente perdas de evaporagéo de acido
acético no processo de secagem. O comportamento observado ao longo dos dias
de fermentagéo é compativel com a literatura e também se enquadra na faixa de
oH ideal para formagdio de sabor (ARAGAO, 1992; VASCONCELOS, 1999;
LOPES, 2000).

Na Figura 10, pode-se observar o comportamento do pH ao longo da
fermentagdo na testa de cacau e cupuagu.
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Figura 10. Valores de pH na testa de cacau e cupuacu

durante o processo fermentativo.
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Observa-se para as testas de cupuagu um aumento até o final do processo,
com o valor de pH inicial de 3,55 chegando em torno de 6,22. A constante
elevagdo do pH nas testas durante a fermentagéo é atribuida a assimilagéo do
acido citrico, principal acido encontrado na polpa do fruto, pelas leveduras e
bactérias lacticas (ROHAN, 1964).

ARAGAO (1992) e VASCONCELOS (1999) estudando o comportamento
das testas de cupuagu durante a fermentagdo, observaram um aumento linear,
seguido de uma estabilizagéo dos valores nos dias finais.

Os valores de pH obtidos para as testas de cacau durante O processo
mostraram um leve aumento (pH inicial de 3,99), mostrando-se sem grandes
diferencas até o quinto dia de fermentagéo, onde nota-se uma elevagao dos
valores até pH final de 5,43.

O aumento de pH nas testas de cupuagu foi superior ao observado no
cacau. Esse comportamento esta de acordo com dados obtidos por LOPEZ (1979)
e ARAGAO (1992).

Os perfis obtidos para os valores de pH da testa e dos cotiiédones

demonstraram claramente a influéncia dos varios acidos que séo formados ao

longo do processo fermentativo.
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5.1.3 Variagdo da acidez total titulavel dos cotilédones durante a fermentacao

Os valores de acidez titulavel observados durante 0 processo fermentativo
sio apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Acidez titulavel dos cotilédones de cacau e

cupuagu ao longo do processo fermentativo.

Observa-se que na fermentagéo de cacau, o valor maximo (65,67 meq
NaOH/100g) foi alcangado no terceiro dia de processo, permanecendo com
valores elevados até o quinto dia. Um decréscimo significativo ocorreu nos dois
dltimos dias, encontrando-se um valor de 30,55 meq NaOH/100g ao sétimo dia de
fermentacao.

A fermentagdo de cupuagu mostrou um valor maximo de 36,49 meq

NaOH/100g também ao terceiro dia de processo. A partir do quarto dia, observou-
se um suave decréscimo, apresentando um valor final de 14,54 meq NaOH/100g.
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Nota-se que na secagem, as améndoas sofreram uma queda do valor de
acidez total, o que era esperado devido a provavel evaporacao de acido acético no
processo. Os valores finais de 18,5 meq NaOH/100g e 11,0 meq NaOH/100g para
cacau e cupuagu, respectivamente, mostram uma faixa de acidez alta para o
cacau, uma vez que a industria considera uma faixa 6tima entre os valores de 12 a
15 meq NaOH/100g.

O teor de acidez das améndoas de cacau varia bastante de acordo com 0
pais produtor. As améndoas de cacau produzidas no Brasil e na Malasia, por
exemplo, apresentam teores excessivos de acidez comparados com améndoas
provenientes do leste africano. Por este motivo, o cacau produzido no Brasil sofre
restrigdes de alguns mercados importadores (LOPEZ & McDONALD,1982).

DIAS (1998) encontrou valores de acidez que variam de 19,27 a 25,65 meq
NaOH/100g, de acordo com os meses do ano, utilizando cacau da Amazonia.
ZAMALLOA (1994) utilizando cacau de diferentes procedéncias encontrou valores
na faixa média de 15 meq NaOH/100g.

Diversos fatores como variedade, maturidade do fruto, época de colheita,
regido de plantio e principalmente a técnica de fermentagdo provocam variagoes
na acidez (JINAP & DIMICK, 1990).

Para ambos os frutos, o comportamento observado no presente trabalho
esta de acordo com a literatura consultada, onde observa-se que apods a obtengéo
de um valor maximo, ha o decréscimo e estabilizagédo dos teores até o final do
processo. O valor maximo de acidez atingido no processo de fermentagao,
segundo os autores consultados, situou-se entre o terceiro e quarto dia de
fermentacdo, com excegéo dos dados obtidos por ARAGAO (1992) que observou
o maior valor apds 24 horas de processo (VASCONCELOS, 1999; LOPES, 2000).
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5.1.4 Classificagdo das améndoas fermentadas de cacau e cupuacu

A Tabela 05 apresenta os resultados da prova de corte realizada nas
améndoas de cacau e Cupuacu, respectivamente.

Tabela 05. Classificacdo das améndoas fermentadas e secas de cacau e cupuagu

Améndoas MBF*(%) BF*(%) MF*(%) Defeitos (%)
Cacau e 74,3 23.3 2,0
Cupuagu 70 27,67 2,33 -

*MBF— muito bem fermentadas, BF— bem fermentadas, MF— mal fermentadas.

De acordo com a Resolugdo n® 42 do CONCEX (1968), a caracteristica de
uma améndoa de cacau bem fermentada é a coloragdo marrom, mesmo com
variagdes de tonalidade em toda a superficie exposta. Améndoas de coloragao
marrom, em mistura com as cores violeta, roxo ou parpura, em pontos ou difusas
na superficie exposta é caracteristica de améndoas classificadas como
parcialmente fermentadas. Améndoas de coloragéo violeta a purpura, em grande
parte de sua extensdo, s3o indicadoras do grau insuficiente de fermentacso,
sendo assim classificadas como ma/ fermentadas.

Os defeitos em améndoas de cacau séo definidos pela ordem decrescente
de gravidade. Para améndoas fermentadas apresentarem classificagdo do Tipo |
(superior), deve-se admitir a tolerancia dos seguintes defeitos:

- améndoas mofadas e danificadas por insetos, total maximo de 4% e nao mais de
2% de cada defeito isoladamente;

- améndoas arddsias, maximo de 2%:

- améndoas germinadas, achatadas e/ou outros defeitos, maximo de 2%.
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Seguindo essas orientagdes, as améndoas de cacau fermentadas e secas
utilizadas neste trabalho foram classificadas como do Tipo | (superior). As normas
s30 aplicadas somente para améndoas de cacau; no entanto, améndoas de
cupuagu também foram classificadas segundo esta resolugéo, que avalia o padréo
das améndoas fermentadas. Assim, as améndoas de cupuagu receberam também
a classificagéo de Tipo | (superior), evidenciando que a fermentagéo realizada foi
muito bem conduzida. Comparando-a com o cacau, nota-se a auséncia de
defeitos e que 97,67% das améndoas receberam notas muito satisfatérias. Ambas
espécies apresentaram aspecto externo bom e aroma tipico, livres de odores
estranhos que podem ser incorporados na etapa de secagem.
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5.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS COTILEDONES DE CACAU E
CUPUAGU.

5.2.1 Umidade

Os teores de umidade encontrados para as sementes e améndoas, antes,

durante e apos a fermentagdo podem ser visualizados na Figura 12.
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Figura 12. Umidade dos f;otilédones de cacaa é cupuagu ao

longo do processo fermentativo.

Os cotilédones de cacau apresentaram um teor inicial de 33,69% de
umidade e ao longo da fermentagdo pode-se observar uma absor¢éo de agua nos
mesmos, obtendo-se um teor de 40,64% no terceiro dia de processo.
Comportamento semelhante foi observado nos cotilédones de cupuagu, com um
teor inicial de 33,83%, elevando-se para 43,3% de umidade ao quarto dia de

processo.

O fenémeno de absorcdo de agua pelos cotilédones dos frutos foi relatado
em trabalhos anteriores que mostram que a absorgdo & bem elevada nos
primeiros dias de processo, antes de ocorrer a morte da semente. A absorgédo esta
relacionada a elevagdo de temperatura e a capacidade de proteinas vacuolares
reterem agua antes da temperatura atingir 50°C (BIEHL et al, 1982a).
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Os teores de umidade no Gltimo dia de fermentac@o para cacau e cupuagu
foram 40,44 e 42,3%, respectivamente e apds o processo de secagem, os valores
cairam para 6,06 e 4,69%.

Os valores encontrados apds secagem estéo dentro da faixa recomendada
pela BCCCA (1996) e s@o bastante proximos dos valores obtidos por GILABERT
ESCRIVA (1997), VASCONCELOS (1999) e LOPES (2000).

As curvas apresentadas na Figura 12 estdo de acordo com o
comportamento esperado e s&o bastante similares as obtidas por ARAGAO (1992)
e VASCONCELOS (1999) no estudo do cupuagu.

O teste de Tukey (p<0,05), aplicado para as améndoas de cupuagu mostrou
haver diferenca significativa entre o valores observados para a semente
quiescente, terceiro, quarto e quinto dias de fermentacéo e para a améndoa seca.

Para o cacau, observou-se diferencas significativas (Tukey p<0,05) entre a

semente quiescente, primeiro, terceiro e quarto dias de fermentagdo e para a

améndoa seca.
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5.2.2 Teor de lipidios

A Figura 13 mostra a variagdo do teor de lipidios em fungao dos dias de
fermentacéo para as sementes e améndoas de cacau e cupuagu, em base seca.
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Figura 13. Teor de lipidios dos cotilédones de cacau e cupuagu

ao longo do processo fermentativo.

Pode-se observar que os cotilédones de cupuagu possuem teores de
lipidios maiores do que o cacau, indicando assim sua riqueza em gordura. A
semente de cupuagu apresenta cerca de 58,83% de gordura em sua composigéao
em peso seco, o que supera em 8,75% o valor encontrado para semente de cacau
(50,08%).

No decorrer do processo fermentativo, os cotilédones de cupuagu
apresentaram valores que ndo variaram de forma significativa segundo teste
estatistico de Tukey (p<0,05), exceto o quinto dia de processo e a améndoa seca

diferiram dos dois Ultimos dias de fermentagéo.

ARAGAO (1992) estudou o teor de lipidios nos cotilédones de cupuagu e

também n&o observou variagdes ao longo da fermentagéo.
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VASCONCELOS (1999), no acompanhamento do teor de lipidios durante
sete dias de fermentacdo de cupuacu, verificou valores bem similares aos obtidos.
Porém, o autor encontrou diferenca significativa entre o primeiro, terceiro e quarto
dia de fermentagao.

O teste de Tukey (p<0,05), aplicado para as améndoas de cacau mostrou

diferenga significativa referente ao sétimo dia e améndoa seca em relagédo aos
demais dias de fermentagdo, estes nao diferiram entre si.
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5.2.3. Teor de proteina

A Figura 14 mostra o comportamento do teor de proteinas em fungdo dos
dias de fermentagéo para os cotilédones das sementes e améndoas de cacau e

cupuacu, em base seca.
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Figura 14. Teor de proteina total dos cotilédones de cacau e

cupuagu ao longo do processo fermentativo.

As sementes de cacau e cupuagu apresentaram valores iniciais de 15,54 e
9,86% de proteinas em seus cotilédones. Observou-se que o teor de proteina total
no cacau varia levemente no decorrer da fermentagéo, estando de acordo com

LAJUS (1982). Nota-se que nos cotilédones de cupuagu essa variagdo € mais

suave.

Estatisticamente para o cacau, somente as amostras do ultimo dia de

fermentagdo e améndoa seca diferem significativamente das demais, segundo

Tukey a p<0,05.
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Estatisticamente, para o cupuagu, somente os valores obtidos para as
amostras do primeiro, segundo dia e améndoa seca diferem significativamente das
demais segundo Tukey a p<0,05.

ARAGAO (1992) estudou o teor de proteinas em améndoas de cupuagu
durante o processo fermentativo e mostrou que o teores decrescem até o quinto
dia e em seguida se elevam ligeiramente. Segundo VASCONCELOS (1999),
existe um decréscimo inicial e em seguida, observa-se um perfil no linear até o

final do processo.

AREMU (1995) no estudo do teor de proteinas em améndoas de cacau,
mostrou que as mesmas sofrem variagdo durante a fermentagdo. Apds trés dias
de processo se mantiveram constantes, porem um suave aumento foi observado
até o sexto dia e um decréscimo significativo foi estabelecido até o final de

processo.

LERCETEAU et al (1999) estudaram a variagdo do teor de proteinas de
cacau durante a fermentacdo e obtiveram um grafico decrescente quanto a
porcentagem de nitrogénio total. Nos dias finais de fermentagd@o, os teores
tenderam a uma estabilizagcao, sendo pouco significativo o decréscimo observado.

Como pode-se observar, diferentes comportamentos foram obtidos por
diferentes autores. Isso pode ser explicado pelo fato de que as reagdes
bioquimicas as quais estao sujeitas as proteinas durante a fermentagéo sao muito
complexas. ARAGAO (1992) sugere que métodos eletroforéticos sejam utilizados
no lugar de métodos de medida do teor de nitrogénio total, pois este ultimo método
nao permite avaliar de maneira precisa as modificagdes que acontecem durante a

fermentacao.

83



Resultados e Discussédo

Os valores encontrados para as améndoas fermentadas e secas de cacau e

cupuacu foram de 10,98 e 9,76%, respectivamente e estdo de acordo com os
valores encontrados por LOPES (2000).

5.2.4 Teor de Cinzas

A Figura 15 mostra o comportamento do teor de cinzas, em base, nas

sementes e améndoas (primeiro, Ultimo dia de fermentagédo e seca) de cacau e
cupuagu.
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Figura 15. Cinzas totais dos cotilédones de cacau e cupuagu

ao longo do processo fermentativo.

Observa-se que os cotilédones de cupuagu apresentam teores de cinzas
superiores que os de cacau e os valores encontrados para as amostras estudadas
estdo de acordo com VASCONCELOQOS (1999) e LOPES (2000).

VASCONCELOS (1999) sugeriu em seu trabalho n&o haver diferenca

significativa entre as amostras quanto ao teor de cinzas durante o processo
fermentativo, o que fez o presente trabalho reduzir o numero de analises.
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Os valores iniciais de cinzas foram de 3,02 e 2,93% para cacau e cupuagu,
respectivamente. No Ultimo dia de fermentagéo, observou-se uma queda destes
valores para 2,18 € 2,51%.

Para ambos os frutos, aplicando o teste de Tukey, com significancia de 5%,
obteve-se diferencga significativa entre as amostras do ultimo dia de fermentagao e

améndoa fermentada e seca em relagéo as demais.

5.2.5 Teor de Fibras

A Figura 16 mostra o comportamento do teor de fibras nas sementes e
améndoas (primeiro, Ultimo dia de fermentagdo e seca) de cacau e cupuagu, em

base seca.
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Figura 16. Teor de fibras nos cotilédones de cacau e cupuagu

ao longo da fermentagéo.

Observa-se inicialmente que o cupuagu apresenta teores de fibras maiores
que o cacau e que ha, para ambos, uma queda em seus valores. Para o cupuagu,
essa queda é significativa (Tukey p<00,5) e bem mais acentuada do que no cacau,
o que resultou em teores finais menores. Segundo Tukey (p<0,05), as amostras
estudadas para o cacau ao longo da fermentag&o n&o diferem significativamente

entre si.
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O decréscimo no teor de fibras durante a fermentacdo foi observado por
VASCONCELOS (1999) no estudo dos cotilédones de cupuagu, onde o autor
mostra valores de 7,43% para a semente e 5,46% para a améndoa fermentada e
seca. LOPES (2000) observou o0 mesmo comportamento, porém obtendo valores
inferiores, 4,12 e 3,31%, para a semente e améndoa seca, respectivamente.

O decréscimo esta relacionado a agéo dos acidos e enzimas especificas,
como acao de celulases no processo fermentativo (RIBEIRO, 1990).

Os valores obtidos para os cotilédones de cupuagu no presente trabalho,
7,33 e 3,44% para semente e améndoa seca, respectivamente, estdo na faixa dos
valores encontrados pelos autores acima citados.

ARAGAO (1992) analisando as fibras dos cotilédones de cupuagu, ndo
observou decréscimo, mostrou que os teores permaneceram praticamente
constantes, estando assim em desacordo com os resultados acima mostrados.

Os valores obtidos para os cotilédones de cacau no presente trabalho, 5,20
e 3,80% para semente e améndoa seca, respectivamente, sdo inferiores aos
obtidos por LOPES (2000). Entretanto, segundo o préprio autor, o teor de fibras
pode variar de acordo com diversos fatores como variedade, condigdes climaticas,
estagio de maturagao, entre outros fatores.
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5.2.6 Composigdo centesimal das améndoas fermentadas e secas de cacau e

cupuacu

Em resumo, os resultados da composigdo centesimal para as améndoas
fermentadas e secas de cacau e cupuagu séo apresentados na Tabela 06.

Tabela 06. Composicéo centesimal das améndoas fermentadas e secas de cacau

e cupuagu.
Determinagoes* Cacau (%) Cupuacu (%)

Umidade 6,06 4,69

Proteina 10,78 9,76

Lipidios 53,59 60,25

Fibras 3,80 3,44

Cinzas 2,05 2,26

Carboidratos e outros compostos 23,72 19,60

(acidos, taninos, etc.)

* Valores expressos em base seca
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5.3 ANALISE DE AGUCARES E ACIDOS SOLUVEIS EM AGUA NOS
COTILEDONES DE CACAU E CUPUAGU. '

5.3.1 Aglcares

Os resultados das analises de agucares (sacarose, frutose, glicose) para os
cotilédones de cacau podem ser visualizados na Tabela 07.

Tabela 07. Agucares detectados e suas respectivas concentragdes™ ao longo dos
dias de fermentagdo nos cotilédones de cacau.

Dias de
fermentag¢ao Sacarose (%) Glicose (%) Frutose (%)
0 1,54 0,59 0,56
1 1,06 0,76 0,91
2 0,28 0,85 1,00
3 0,24 0,39 0,91
4 <0,05 0,45 0,71
S <0,05 0,68 1,20
6 <0,07 0,35 0,50
7 0,09 <0,02 0,18
Seca 0,05 <0,02 0,29

*Valores expressos em base seca

A sacarose foi o aglcar predominante nos cotilédones da semente e no
primeiro dia de fermentacdo. Como o esperado, observou-se uma queda de
concentragdo de sacarose, sendo esta convertida aos agucares redutores, glicose
e frutose.
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A partir do segundo dia de fermentacéo (48 horas), o agucar predominante
passa a ser a frutose e assim se mantém até o final do processo. Seu valor

maximo é atingido ao quinto dia (120 horas) e ap6s secagem os cotilédones
apresentam um teor final de 0,29%.

A glicose aparece com concentragdes inferiores a frutose, atingindo seu
maior valor ao segundo dia de fermentagao (48 horas). Valores menores de 0,02%
foram encontrados no ultimo dia de fermentagédo e na amostra seca, mostrando

que este tipo de agucar pode ser considerado insignificante ao final do processo.

A Figura 17 mostra o perfil de agucares acima descritos e seus respectivos
cromatogramas estéo no Anexo 1.

Os cromatogramas mostram para a analise do cacau uma série de
interferentes, possivelmente outros tipos de agucares ou alcoois. Isto sugere a

fermentagéo de cacau como um vasto campo de pesquisa na area cromatografica.

1,8

i
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Figura 17. Perfil dos aglcares encontrados nos cotilédones de
cacau e suas transformagdes ao longo da fermentagao.
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BRITO (2000) comparou os teores de aclicares redutores em sementes de
cacau e ap6s 72 horas de fermentagdo. O autor observou o mesmo
comportamento deste trabalho, com um decréscimo da sacarose e um aumento
dos teores de glicose e frutose, sendo esta Ultima encontrada em maior
quantidade.

Os resultados das anélises de aglcares (sacarose, frutose, glicose) para os
cotilédones de cupuagu podem ser visualizados na Tabela 08.

Tabela 08. Agucares detectados e suas respectivas concentragdes™ ao longo dos
dias de fermentagéo nos cotilédones de cupuagu.

Dias de
fermentagéao Sacarose (%) Glicose (%) Frutose (%)
0 1,02 Né&o detectado 0,13
1 0,90 0,05 0,20
2 0,31 0,03 0,19
3 0,10 0,22 0,36
4 0,09 0,21 0,48
5 <0,05 0,12 0,59
6 <0,05 0.11 0,26
7 <0,05 né&o detectado 0,26
Seca <0,03 0,02 0,33

* Valores expressos em bhase seca

A sacarose se manteve como aglcar predominante até o segundo dia de
fermentag@o. Ao contrario do cacau, as concentragdes dos aglcares redutores
formados nos primeiros dias sdo bem timidas. Porém, o comportamento
observado foi o mesmo.
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Observa-se um desaparecimento quase que completo da sacarose, com o
aparecimento de glicose no seu valor maximo ao terceiro dia de fermentacédo (72
horas) e a frutose como agucar predominante até o final do processo tendo seu
maximo ao quinto dia de fermentagéo (120 horas). Assim como para o cacau, 0s
valores finais de glicose sdo pouco significativos e o teor final de frutose no

cupuagu seco mostrou-se um pouco superior que no cacau, em torno de 0,33%.

A Figura 18 mostra o perfil de agucares acima descritos e seus respectivos

cromatogramas estdo no Anexo 2.

2l

1 —e—Frutose
—m— Glicose

Sacarose

Concentragao (%)
o o
s o

0 1 2 3 4 5 6 7 Seca

Dias de fermentagdo

Fig u_ra 18 Perfil dos agucares encontrados nos cotilédones de

cupuagu e suas transformagdes ao longo da fermentagao.

VASCONCELOS (1999) em trabalho com cupuagu, mostrou para os trés
acgucares estudados um comportamento bem similar ao obtido, com a ressalva de
gue os teores encontrados pelo autor foram superiores, principalmente para a
glicose final (0,24%).
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Embora as améndoas contenham apenas pequenas quantidades de
aglcares, os mesmos s&o essenciais ao desenvolvimento do sabor tipico de
chocolate, através de reacdes de escurecimento ndo-enzimatico durante a etapa
de torragdo (REINECCIUS et al, 1972).

Segundo CROS & JEANJEAN (1995), as améndoas frescas de cacau
possuem um teor de sacarose entre 1,5 a 2% e que esta vai rapidamente sendo
consumida ao longo da fermentagéo, proporcionando a formagdo dos aglcares
redutores até um valor maximo, seguido de uma queda desses valores. Valores
finais de glicose estariam em torno de 0,05-0,2% e frutose de 0,3-0,5% nas
améndoas secas comerciais.

A concentragdo maxima de agUcares redutores é atingida geralmente ao
quarto ou quinto dia de fermentacdo, dependendo da origem das sementes
(ROHAN & STEWART, 1967b). No presente trabalho, tanto para as sementes de
cacau quanto para as de cupuagu, os valores maximos foram atingidos ao quinto
dia de processo, estando de acordo com a literatura.

A hidrélise da sacarose pode ocorrer até o quinto dia de fermentagao.
Entretanto, a atividade da invertase decresce bastante apds dois dias de
processo, 0 que mostra o intenso consumo da sacarose durante os primeiros dias
de fermentagdo (ROHAN & STEWART, 1967b; REINECCIUS et al, 1972). O
mesmo comportamento foi observado neste trabalho.
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5.3.2 Acidos solliveis em agua

Os resultados das anadlises de acidos sollveis em agua (citrico, lactico e
acético) para o cacau podem ser visualizados na Tabela 09 e os respectivos
cromatogramas estao apresentados no Anexo 3.

Tabela 09. Acidos detectados e suas respectivas concentracbes* ao longo dos
dias de fermentagdo nos cotilédones de cacau.

Dias de
fermentagao Acido citrico (%) Acido Léctico (%) Acido acético (%)
0 tragos néo detectado <0,05
1 0,36 néo detectado 0,16
2 0,26 0,06 0,68
3 0,13 0,06 1,41
4 Q.11 0,08 0,96
5 0,08 0,09 0,79
6 0,08 0,05 0,45
7 0,07 0,07 0,48
Seca néo detectado 0,05 0,14

*Valores expressos em base seca

Como pode-se observar, o acido citrico s6 foi detectado com valor
expressivo no primeiro dia de fermentagéo. Embora esperava-se encontrar teores
deste acido a partir dos cotilédones da semente, 0 método utilizado detectou sua
presenga, mas em quantidade tdo pequena que foi impossivel permitir a

quantificacao.

Sabe-se que os acidos presentes nas sementes de cacau sdo produzidos
através do metabolismo microbiano da polpa e a partir dai sdo absorvidos pelos
cotilédones (JINAP, 1994).
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No primeiro dia de fermentacéo, o acido predominante foi o citrico com um
teor de 0,36%. Conforme esperado, os teores de &cido citrico decrescem ao longo
da fermentag&o, em fungéo da metabolizagéo dos mesmos pelas leveduras.

Com o decorrer do processo, observa-se o aparecimento do acido lactico,
caracterizando o surgimento das bactérias lacticas. Seus teores mantiveram-se
relativamente constantes até o final de processo.

O acido acético &, sem duvida nenhuma, o acido mais importante formado
durante a fermentagdo estando diretamente ligado a qualidade sensorial do
chocolate. A partir do segundo dia de processo ele passa a ser predominante e
atinge seu valor maximo ao terceiro dia (1,41%). Apds esse periodo, nota-se um
decréscimo nos teores.

Segundo DIAS (1987) o decréscimo pode ser explicado levando em
consideragdo a permeabilidade da casca da semente de cacau. Durante a
fermentacdo, a mesma € afetada pela morte da semente. O autor mostrou que
existe uma queda acentuada na permeabilidade no momento em que a
percentagem de sementes mortas aumenta, o que acontece geralmente ao
terceiro dia de processo. Analisando a Tabela 09 e a Figura 19, pode-se observar

exatamente o mesmo comportamento.
Nota-se que a secagem influencia no teor de acido acético, reduzindo seu

valor de 0,48% para 0,14%, o que confirma as perdas por evapora¢ao bastante
relatadas na literatura (JINAP et al, 1994, VASCONCELQS, 1999; BRITO, 2000).
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Figura 19. Perfil dos acidos encontrados n_o-s_cofilédones de

cacau e suas transformagdes ao longo da fermentagéo.

De acordo com BIEHL (1982c), a quantidade de acido acético acumulada
nos cotilédones das sementes de cacau depende da concentragao deste acido na
parte externa e do tempo gasto para difundir-se para o seu interior.

Outros fatores interferem na producdo de acido acético, entre os quais
pode-se citar o tipo e a origem do cacau, estagio de maturacéo, tempo de
armazenamento do fruto antes da fermentagéo e a propria técnica de fermentagéo
utilizada (SAMAH et al, 1993).

Os resultados das analises de acidos soluveis em agua (citrico, lactico e

acético) para os cotilédones de cupuagu podem ser visualizados na Tabela 10.

103



Resultados e Discussdo

Tabela 10. Acidos detectados e suas respectivas concentragdes™ ao longo dos
dias de fermentagdo nos cotilédones de cupuagu.

Dias de

fermentagao Acido citrico (%) Acido Léctico (%) Acido acético (%)

0 tracos néo detectado <0,1
1 0,28 0,03 0,22
2 0,21 0,16 0,53
3 0,20 0,50 0,90
4 0,16 0,40 0,97
5 0,14 0,21 0,79
6 néo detectado 0,23 0,62
7 néo detectado néo detectado 0,52
Seca néo detectado 0,07 0,11

* Valores expressos em base seca

Assim como no cacau, o acido citrico s6 foi detectado com valor expressivo
ao primeiro dia de fermentagdo. VASCONCELOS (1999) em seu trabalho com
cupuagu, mostrou um teor de acido citrico relativamente alto na semente (0,43%).

Seguindo 0 mesmo comportamento observado para o cacau, observou-se o
decréscimo dos teores de acido citrico, aparecimento de &acido lactico (teores
maiores que os observados em cacau) e predominancia de acido acético, com
gueda de seus valores até o final do processo.

O processo de secagem diminuiu o teor de 0,52% encontrado no ultimo dia

de fermentacdo para 0,11%, ratificando assim que ocorrem perdas por
evaporagao.
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De maneira geral, os valores encontrados por VASCONCELOS (1999) para
os acidos estudados s&o maiores do que os obtidos neste trabalho. A Figura 20
mostra o perfil dos mesmos durante a fermentacdo e seus respectivos
cromatogramas podem ser visualizados no Anexo 4.
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Figura 20. Perfil dos acidos encontrados nos cotilédones de

cupuacu e suas transformagdes ao longo da fermentagao.

5.5 ANALISE DO PERFIL DE AMINOACIDOS LIVRES NOS COTILEDONES DE
CACAU E CUPUACU.

A Tabela 11 mostra a composi¢do em aminoacidos livres das sementes,

améndoas fermentadas correspondentes ao quarto e sétimo dia, améndoa

fermentada e seca de cacau e cupuagu.
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Tabela 11. Composicdo em aminoacidos livres (expressos em mg aa/100g de
amostra) da semente, quarto e sétimo dia de fermentagéo e améndoa fermentada
e seca de cacau e cupuagu.

Aminoacido Casen Ca; Cay Caseco Cupsem Cups Cup; Cupseco

Aspartico 50 30 80 61 30 30 90 60
Treonina 30 40 110 76 20 30 100 40
Serina 80 100 230 135 60 60 170 70
Glutamico 140 60 180 123 80 40 160 120
Prolina 0 30 30 35 10 30 130 30
Glicina 30 20 60 35 20 20 40 30
Alanina 90 20 280 183 80 80 140 80
Cistina 40 10 10 3 20 10 10 0
Valina 70 80 210 139 40 60 130 70
Metionina 50 30 50 36 10 10 10 10
Isoleucina 60 40 90 86 30 30 70 50
Leucina 80 200 480 335 60 90 110 80
Tirosina 60 50 130 102 30 40 130 10
Fenilalanina 100 200 280 224 50 80 300 200
Lisina 30 30 30 225 40 40 40 40
Histidina 50 20 10 33 10 20 20 30
Arginina 50 70 250 300 80 150 110 70
Total 1050 1130 2610 2140 700 850 1690 1030

Cacau: Ca,, = semente, Ca, = quarto dia de fermentacdo, Ca, = sétimo dia de
fermentagéo, Cas.., = améndoa fermentada e seca.
Cupuacgu: Cupssm = semente, Cup, = quarto dia de fermentacdo, Cup; = sétimo dia de

fermentacdo, Cupseco = @améndoa fermentada e seca.
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Os aminoacidos s&o produzidos nas sementes durante a fermentacao e tem
papel muito importante na produgdo de compostos volateis caracteristicos do
cacau. E durante a torragdo, através da reagcdo de Maillard, que os aminoacidos
livres e peptideos se complexam com os aglcares redutores resultando em
atributos sensoriais bastante peculiares (ROHAN, 1964:ROHAN & STEWART
1966;1967b).

O aumento da concentragdo de aminodcidos livres durante a fermentacéo é
rapido, pois a hidrélise das proteinas ocorre logo aos primeiros dias do processo.
O valor maximo € geralmente encontrado entre o quarto e quinto dia de
fermentagdo, apds seu valor pode ou ndo decrescer (ROHAN & STEWART,
1967b; ZAK & KEENEY, 1976; CROS, 1999).

Segundo KIRCHHOFF et al (1989), os aminoacidos livres que predominam
na fermentagdo de cacau sdo a leucina, alanina, fenilalanina e tirosina. SEIKI
(1973) estudando a formagdo dos aminoéacidos livces em cacau fermentado

acrescenta a importancia do acido glutamico, além dos acima citados.

De acordo com a Tabela 11, para o cacau entre a semente e a améndoa
fermentada ocorreu uma elevagdo significativa de leucina (600%), arginina
(500%), treonina (367%), alanina (312%), valina (300%), serina (287%),
fenilalanina (280%), tirosina (217%), ac.glutamico (128%) e isoleucina (150%).

LOPES (2000) além dos aminoacidos acima citados encontrou aumentos
significativos nos teores de metionina (800%) e histidina (312%) durante a
fermentacao de cacau.

Na secagem do cacau, observa-se os seguintes aminoacidos com teores
elevados: serina, ac.glutdmico, alanina, valina, leucina, fenilalalanina, lisina e

arginina.
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Para o cupuagu, observou-se que os teores totais de aminoacidos livres
expressos em mg aa/100g de amostra (Tabela 11) sdo inferiores aos obtidos para
0 cacau. Destaca-se na fermentagdo com aumentos significativos: fenilalanina
(600%), treonina (500%), tirosina (433%), valina (325%), serina (284%),
ac.glutdmico (200%), leucina (183%), alanina (175%) e arginina (137%).

Na secagem do cupuagu, o &c.glutdmico e fenilalanina s30 os aminoacidos
encontrados em teores mais elevados.

Observando os valores totais para os aminoacidos livres encontrados nas
amostras pode-se notar o crescimento dos teores ao longo da fermentaco,
comprovando assim a hidrélise que ocorre no interior dos cotilédones. O processo
de secagem reduz o teor de aminoacidos livres. A concentragdo maxima de
aminoacidos livres n&o foi atingida ao quarto dia de processo, tendo em vista que
o valor final de fermentagao foi superior ao encontrado no mesmo.
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5.5 ANALISE DO PERFIL DE FENOIS TOTAIS NOS COTILEDONES DE CACAU
E CUPUAGU.

A Tabela 12 e a Figura 21 mostram os valores e o comportamento dos

fendis totais em fungéo dos dias de fermentacdo para as sementes e améndoas
de cacau e cupuagu.

Tabela 12. Valores de fendis totais* ao longo da fermentagdo de cacau e cupuagu.

Dias de Fermentagéo Cacau (mg/g) Cupuacgu (mg/g)
0 121,08 109,72
1 118,98 96,57
2 114,74 89,75
3 103,69 81,12
4 101,89 75,27
5 97,32 71,95
6 91,35 71,77
7 76,99 57,46
Seca 73,00 44,52

* Em base seca
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Figura 21. Perfil de fendis totais nos cotilédones de cacau e

cupuacu ao longo do processo fermentativo.
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Tanto para cacau como para cupuagu, os perfis obtidos mostram uma
queda dos valores de fendis totais ao longo da fermentac&o. CROS et al (1982) e
BONVEHI & COLL (1997) observaram o mesmo comportamento em améndoas de
cacau.

Estatisticamente, para o cacau, o Teste de Tukey n&o mostrou diferenca
significativa (p<0,05) entre os valores obtidos para a semente e os dois primeiros
dias de fermentacdo. A partir do terceiro dia, observou-se diferengas entre as
amostras e os dias iniciais do processo. O processo de secagem mostrou um
decréscimo n&o significativo em relagéo ao Gltimo dia de fermentag3o.

Estatisticamente, para o cupuagu, o Teste de Tukey mostrou que as
amostras correspondentes ao primeiro e segundo dia de fermentagdo nao
diferiram entre si (p<0,05), assim como o intervalo que vai do quarto ao sexto dia.
O processo de secagem mostrou um decréscimo significativo em relagdo ao ultimo
dia de fermentacao.

Segundo CROS et al (1982), hd uma reducdo em 70% no teor de
compostos polifendlicos presentes em améndoas fermentadas durante 8 dias em

caixas, em relagéo ao teor destes compostos em sementes ndo fermentadas.

Com os valores iniciais obtidos para as sementes de cacau (121,08 mg/g) e
cupuagu (109,72mg/g) e os valores obtidos ao final da fermentacdo (76,99 e
57,46mglg, respectivamente) observou-se no presente trabalho uma queda de
36,41% e 47,63% nos fendis totais para os frutos dessas duas espécies.
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A reducdo de fendis ao longo do fermentacdo é interpretada por varios
autores como resultado de uma oxidagdo enzimética e durante a secagem, as
reagdes envolvendo compostos polifendlicos sdo uma continuagdo oxidativa da
fermentacédo. Essa redugéo € atribuida ao escurecimento enzimatico causado pela
polifenoloxidase. Os polifendis sdo oxidados na presenca de oxigénio resultando
na formagéo de quinonas que sofrem polimerizacdo para obteng¢do de produtos de
cor marrom. A consequéncia pratica disso € a reducéo da adstringéncia no sabor
final (FORSYTH & QUESNEL,1977;JEANJEAN, 1995 apud CROS, 1999).

Recentes trabalhos sugerem que a diminuigdo dos compostos fendlicos até
os ultimos dias da fermentacéo nao pode ser interpretada somente como resultado
de uma oxidagéo enzimatica, pois a atividade da polifenoloxidase € reduzida no
quinto dia de processo em 5 a 13% da atividade inicial (VILLENEUVE et al,
1985;REEVES et al, 1988; HANSEN, 1998; WOLLGAST & ANKLAM, 2000).
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5.6 COMPOSICAO E PERCENTUAL EM ACIDOS GRAXOS

Os resultados obtidos no estudo dos &cidos graxos para a gordura de cacau

e cupuagu, podem ser visualizados nas Figuras 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22. Comportamento dos acidos graxos encontrados na gordura

de cacau, ao longo do processo fermentativo.

A gordura de cacau esta composta principalmente por: acido estearico
(18:0), oleico (18:1) e palmitico (16:0); e por &cido linoléico (18:2) e araquidico
(22:0) em baixas quantidades. Durante a fermentacédo, ndo houve alteragdes na
porcentagem de acidos graxos, o que indica que o processo no interfere de modo
significativo na composigao da gordura das améndoas.
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Figura 23. Comportamento dos acidos graxos encontrados na gordura

de cupuagu, ao longo do processo fermentativo.

A gordura de cupuagu estd composta por: acido oléico (18:1) e estearico
(18:0) em altas quantidades e concentragdes menores de: acido araquidico (20:0),
palmitico (16:0), linoléico (18:2) e behénico (22:0). Assim como no cacau, a
fermentagdo n&o afeta de forma significativa o comportamento dos acidos.

A composigéo trigliceridica das gorduras depende da composicdo em
acidos graxos, portanto ndo havendo mudangas na composicdo da gordura em
termos de acidos graxos, podemos afirmar que a composicéo trigliceridica e
consequentemente as propriedades fisicas da gordura também n&o sofrem

alteracdes durante a fermentagéo.
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5.7. ANALISE DA MICROESTRUTURA DAS SEMENTES E AMENDOAS DE
CACAU E CUPUAGU.

5.7.1. Azul de Toluidina (AT)

O azul de toluidina (AT) é um corante bésico, portador do radical NH;*. Em
pH 4,0, poucos radicais carboxila presentes em proteinas encontram-se
negativados. Por outro lado, os radicais fosfato presentes em acidos nucléicos e
radicais sulfato e carboxila presentes em polissacarideos acidos sé&o corados
(CORTELAZZO, 1989).

O fendémeno da metacromasia € comum a inimeros corantes basicos,
incluindo o AT. Caracteriza-se por uma diminuigéo no pico de absorgao da solugéo
do corante, a medida que ocorre aumento na sua concentragdo em solugdo. Isso
faz com que a disponibilidade de radicais aniénicos e proximidade dos mesmos no
substrato a ser corado, seja estimada pela visualizagdo da cor obtida, que em
fungdo dessas interacbes passa do verde, para azul, azul arroxeado e réseo a
medida em que mais moléculas do corante se empilham no substrato (MELLO &
VIDAL, 1980).

Observa-se na Fig.24a e 24b uma grande disponibilidade de radicais
aniénicos, principalmente na camada epidérmica do cotilédone. Provavelmente
essas substancias sdo pécticas e sofrem degradagédo ao longo do processo
fermentativo. Nota-se também na Fig.24a uma concentragao desses radicais nos

feixes vasculares.
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Figura 24: Cortes de cotilédones de sementes e améndoas de cacau e cupuagu
(200x) em diferentes tempos de fermentag&@o corados com AT. (a) semente fresca
de cupuacu (b) semente fresca de cacau. As setas em (a) e (b) indicam a grande
disponibilidade de radicais aniénicos na camada epidérmica do cotilédone e as
ceélulas de pigmentos. (c) cupuagu ao quarto dia de fermentagdo. (d) cacau ao
quarto dia de fermentagdo. Nota-se, com o decorrer da fermentagéo, a difuséo dos
pigmentos e sua concentragéo na epiderme. (e) cupuagu ao sétimo e ultimo dia
de fermentacdo (200x). As setas evidenciam os rompimentos celulares no
cupuagu e a concentragéo de fendis nos feixes vasculares (f) cacau ao sétimo e
ultimo dia de fermentaco (200x). Nota-se um alongamento das células no cacau
e a concentracdo de fendis na epiderme.

122



Resultados e Discussédo

123



Resultados e Discussdo

Ainda nas Fig.24a e 24b, pode-se observar um contetdo heterogéneo para
as células cotiledonares e 2 tipos distintos de células: o primeiro é pequeno e
contém as substancias de reserva; o segundo é composto por células maiores,
estando espalhadas entre as células do primeiro tipo. E neste tipo de células que

os polifénois, a cafeina e theobromina da semente estdo armazenadas.

Com a coloragdo dessas células variando de castanho claro para
cotilédones de cupuagu a marrom escuro para cotilédones de cacau, pode-se
sugerir que a composi¢ao em termos de compostos fendlicos e pigmentos entre os
frutos é diferente.

Observando a Fig. 24c e 24d, nota-se que uma série de alteragdes
acontecem a medida que o tempo de fermentagcdo aumenta. Os polifénois sédo
difundidos através de todo o cotilédone. Para o cupuagu, as figuras 24c e 24e
mostram que esses compostos tendem a se concentrar na epiderme e nos feixes
vasculares. Para o cacau, as figuras 24d e 24f mostram bem a migracao dos
fendis para a epiderme e sua concentrac@o nesta area ao final da fermentagéo. A
partir do terceiro dia de processo, a presenca de material fendlico no interior das

células do tipo Il ndo foi mais observada.

As Fig.24e e 24f, mostram outra modificagéo importante: os rompimentos
celulares. Essa caracteristica foi observada a partir do terceiro dia de fermentagéo,
aumentando gradativamente conforme o decorrer do processo.

No estudo do cacau, os trabalhos de BIEHL et al (1982a e 1982c) e BRITO
et al (1998) estdo de acordo com os fendmenos observados de degradacéao de
fendis e rompimentos celulares. CUNHA et al (1997), no estudo do cupuagu,
observou 0 mesmo comportamento, porém o trabalho nao possibilitou a
comparagéao direta entre os frutos.
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Nota-se, pela Fig.24, que em condigdes iguais de fermentacdo, o cacau se
mostrou bem mais resistente aos rompimentos do que o cupuagu. A Fig.23e
mostra o ultimo dia de fermentacdo para o cupuagu e pode-se observar que
praticamente ha uma destruicao das células. Isso significa, de modo pratico, que o
cupuagu € menos resistente a fermentagdo que o cacau e pode-se considerar a
hipbtese de submeter as sementes do fruto a um tempo menor de processo.

A Fig. 24f refere-se ao Ultimo dia de fermentagéo para o cacau, apesar de
néo se observar uma destruicdo drastica das células, diferencas em relagcdo a
semente podem ser vistas (Fig.24b). As células, antes arredondadas, tendem a
ficar mais alongadas e irregulares.
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5.7.2. Xylidine Ponceau (XP)

O Xylidine Ponceau é um corante acido, que apresenta dois radicais sulfato.
A pH 2,5 as proteinas podem ser visualizadas, pois neste pH seus grupo amino
estao protonados e ligam-se eletrostaticamente ao XP, que por sua vez, apresenta
seus radicais sulfato desprotonados (CORTELAZZO & VIDAL, 1991).

As proteinas sdo apresentadas como material de reserva em sementes,
normalmente na forma de corpos proteicos. Esses corpos podem diferir
grandemente na sua morfologia e conteudo quimico, que variam de acordo com a
espécie (PATE et al, 1985 apud BORDIGNON, 2000).

Na Fig.25a e 25b, nota-se o material protéico disperso no citoplasma da
semente. As proteinas mostram ser bastante diferentes e no caso do cupuagu, se
concentram na camada epidérmica do cotilédone. Na Fig.25c e 25d, ocorre uma
aparente diminuigdo na intensidade de coloragdo. Isso indica que com o decorrer

da fermentag&o, o material protéico sofre alteragdes.

As diferentes coloragbes obtidas estéo relacionadas com a disponibilidade
dos grupos amina presentes nas améndoas e qualquer alteragdo na estrutura e
organizacédo dos corpos proteicos pode causar modificagées nas tonalidades. Isso
faz do método citoquimico um método muito sensivel quando comparado ao

bioquimico.
Pela dosagem bioquimica, obteve-se uma queda do teor de proteina ao

longo dos dias de fermentagdo, porém nao se observou perdas muito significativas
conforme sugerem as micrografias.
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Figura 25: Cortes de cotilédones de sementes e améndoas de cacau e cupuagu
(200x) em diferentes tempos de fermentacéo corados com XP. (a) semente fresca
de cupuagu. (b) semente fresca de cacau. Nota-se o material protéico corado e
disperso no citoplasma da semente. O cupuagu mostra uma coloragao mais
intensa na epiderme, setas indicativas em (a). (c) cupuagu ao terceiro dia de
fermentag&o. (d) cacau ao terceiro dia de fermentagdo. (e) cotilédone de cupuagu
ao setimo e ultimo dia de fermentagéo. (f) cotilédone de cacau ao sétimo e Ultimo
dia de fermentag&o. Nota-se diferencas de coloragdes entre os tempos estudados,
indicando assim uma alteracdo do material protéico durante o processo
fermentativo.
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A diminuigdo do teor de proteina ja foi discutida no item 5.2.3, mas vale
mencionar novamente que o fendmeno deve ocorrer devido a complexacdo de
polifendis com aminoacidos, formados pela agdo de proteases durante a
fermentagcdo. A quebra dessas moléculas em peptideos menores, originados da
acao de enzimas proteoliticas também podem ser responséaveis pelas alteragdes
observadas. Comportamento similar foi observado por BIEHL et al (1982b e c) e
BRITO (2000).
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5 7.3. Método do PAS/ Reativo de Schiff

O método do PAS é geralmente utilizado para evidenciar polissacarideos
neutros. Em vegetais, através do PAS, evidenciam-se celulose, hemiceluloses e
amido. Essa reacdo baseia-se na oxidag@o de grupos hidroxila de carbonos
vicinais pelo acido periédico (HIOs), formando radicais aldeidicos. Em um segundo
momento, esses radicais se ligam ao reativo de Schiff. Esse corante, apresenta
cor magenta e, sob agdo do anidrido sulfuroso, tem o seu grupo cromoférico
alterado, originando uma solugdo sem cor. Essas moléculas incolores ligam-se
aos grupos carbonila (formados pela oxidagdo das hidroxilas), restabelecendo
assim, a regido cromoférica do corante (CORTELAZZO et al, 1983 apud
BORDIGNON, 2000).

Na Figura 26, pode-se observar que as células cotiledonares das sementes
de cupuacu e cacau tiveram os polissacarideos da parede celular evidenciados
citoquimicamente pela reagdo do PAS, caracterizando assim seu material
celuldsico, hemiceluldsico e até mesmo o material péctico, que também possui na
sua estrutura hidroxilas vicinais. Nenhuma variagéo muito brusca de coloragdo nas
micrografias foi observada, com isso pode-se dizer que O processo fermentativo
ndo influéncia de forma significativa nos polissacarideos neutros.

Na Fig.26e e 26f, observa-se inimeros granulos de elevado tamanho, que
foram intensamente evidenciados pela reagdo do PAS. Pela forte reagcao e sua
natureza globular, acredita-se serem gréos de amido. Os mesmos nao foram
corados pelo AT e XP. Outro modo de se comprovar a natureza quimica desses
granulos PAS-positivos € atraves de sua analise ao microscépio de polarizagéo.
Nos gréos de amido, as moléculas de amilose e amilopectina dispdem-se de
forma circular a partir de um centro de nucleagéo. Essa disposi¢ao faz com que os
gréos apresentem-se birrefringentes € com um aspecto caracteristico de “cruz de
malta” quando observados em microscopio de polarizagdo com analisador e
polarizador cruzados (MELLO & VIDAL, 1980).
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Figura 26: Cortes de cotilédones de sementes e améndoas de cacau e cupuagu
em diferentes tempos de fermentagdo corados com PAS. (a) semente fresca de
Cupuacu (200x). (b) semente fresca de cacau (200x). (c) cupuagu ao segundo dia
de fermentagdo (200x). (d) cacau ao terceiro dia de fermentagdo (200x). (e)
Cupuagu ao sétimo e ultimo dia de fermentacéo (400x). (f) cacau ao sétimo e
dltimo dia de fermentacso (400x). As setas indicam granulos de tamanho elevado,
identificados como graos de amido.
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5.7.4. Amido

Alguns cortes corados em AT pH 4,0 foram submetidos a microscopia de
polarizagao com o objetivo de identificar graos de amido. A analise ao microscopio
de polarizagao veio confirmar a natureza quimica dos granulos.

Em termos de contetdo citoplasmatico, o amido se distribui na forma de
globulos de diferentes tamanhos e €& formado por quantidades variaveis de
amilose e amilopectina. Essas quantidades, mais ou menos determinadas para
cada espécie, interferem em dois niveis de organizagdo: o primeiro, ou nivel
molecular, se refere a quantidade de estrutura fina, tamanho e forma das
moléculas; o segundo, a estrutura supramolecular ou granular (BILLADERIS, 1991
apud BORDIGNON, 2000).

Observando a Fig.27a e 27b, nota-se que os cotilédones de cupuagu
apresentam um maior nimero de graos de amido em relagdo aos de cacau.
Através de outras micrografias, ndo documentadas aqui, observou-se que o amido
no cupuagu se concentra em maiores quantidades em volta da epiderme e sua
estrutura & bem diferente, apresentando aoc mesmo tempo, graos pequenos e
grandes. O cacau, por sua vez, mostra que o amido nao esta distribuido
homogeneamente pelas suas células e se apresenta na forma de graos menores.

Ao final do processo fermentativo, nota-se uma diminui¢do da quantidade
de graos nos cotilédones de cupuagu e uma diminuigdo no tamanho dos mesmos
(Fig.27c). A diminuicdo pode ser consequéncia da degradacao de graos maiores

pela a-amilase em fungao da temperatura atingida no processo.

Para o cacau (Fig.27d), nota-se também uma aparente reducdo da
guantidade de amido ao longo da fermentagdo. Entretanto, os gréaos mostram um
aumento de tamanho. Isso pode ser explicado pelo fato de que com a perda de
material protéico e a destruicdo de células, esses graos de amido acabam se
tornando mais evidentes sem entretanto haver aumento na sua quantidade.

BRITO (2000) observou o mesmo fendmeno.
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Figura 27: Cortes de cotilédones de sementes e améndoas de cacau e cupuagu

(400x) em diferentes tempos de fermentagdo corados em AT e submetidos a
polarizagdo. (a) semente fresca de cupuagu. (b) semente fresca de cacau. (c)
cupuagu ao sétimo e ultimo dia de fermentag&o. (d) cacau ao sétimo e ultimo dia

de fermentagéo.
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5.7.5 Floroglucina/HCI

A reagdo da floroglucina/HCl é especifica para compostos fendlicos,
especialmente para detecgéo de lignina (CLIFFORD, 1974 apud BEGNAMI, 1998:
VALLET et al, 1996 apud GALLAO, 2000).

A reacéo Floroglucina/HCl vem confirmar o fenémeno observado nas
coloragbes de AT e XP. Com o decorrer da fermentacdo ha o rompimento das
células de pigmentos e consequentemente sua difusdo pelo interior dos

cotilédones.

Observando a Fig. 28a e 28b, pode-se visualizar a presenca de células
maiores e ricas em polifendis. Apés 24 horas de fermentacdo (micrografia ndo
apresentada) poucas alteragbes foram notadas em relagcdo a semente ndo
fermentada. A difusdo dos polifendis através do cotilédone comeca a ser
observada a partir de 48 horas de processo e apds 72 horas ndo se observa mais
a presenga de material fendlico no interior das células.

Na Fig.28c, observa-se o aparecimento da testa no corte. Nota-se os
compostos fendlicos espalhados na mesma.

A Fig. 28e e 28f mostra uma grande diferenca de coloragdo em relagéo aos
cotilédones de cacau e cupuacgu. Pelas micrografias, pode-se dizer que o processo
fermentativo provoca uma reducdo maior de fendis no cupuacu. Tal fato, foi

confirmado bioquimicamente, conforme os resultados apresentados no item 5.5.
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Figura 28: Cortes de cotilédones de sementes e améndoas de cacau e cupuagu
(200x) em diferentes tempos de fermentacdo corados pela reacgdo
Floroglucina/HCI. (a) semente fresca de cupuacu. (b) semente fresca de cacau. As
setas em (a) e (b) indicam a presenca de células maiores e ricas em fendis. (c)
cupuagu ao quarto dia de fermentagdo. Nota-se o aparecimento da testa e um
acumulo de fendis na mesma. (d) cacau ao quarto dia de fermentacdo. (e)
cupuagu ao sétimo e ultimo dia de fermentacédo. (f) cacau ao sétimo e Ultimo dia
de fermentacdo. Nota-se nessas Ultimas micrografias que o material fendlico

praticamente ndo existe mais no interior das células.
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Conclusées

6. CONCLUSOES

A evolugdo dos parametros controlados durante a fermentagao
(temperatura, pH e acidez titulavel) sugerem que a mesma foi conduzida de forma
a proporcionar améndoas de boa qualidade. De acordo com CONCEX (1968), as
ameéndoas de ambos os frutos foram classificadas como Tipo | (superior).

Quanto a caracterizagéo fisico-quimica, observou-se que:

- O teor de umidade aumenta ao longo da fermentacéo e esse aumento é
maior para as améndoas de cupuacu.

- O teor de lipidios n&o sofre nenhuma variagéo brusca ao longo dos dias
de fermentag&o. As améndoas de cupuagu sdo mais ricas em gordura
que as de cacau.

- O teor de proteina das sementes, de ambos os frutos, varia levemente
no decorrer da fermentagdo. O cacau apresenta teores mais elevados
ao longo do processo.

- O teor de cinzas sofre queda significativa em seus valores iniciais. O
cupuacu apresenta teores mais elevados que o cacau.

- O teor de fibras sofre decréscimo ao longo da fermentagdo. Esse
decréscimo & mais acentuado no cupuagu, o que faz a améndoa do fruto
ser menos rica em fibras no final do processo em relagdo ao cacau.

As transformagdes que ocorrem durante o processo fermentativo nos
acgucares e acidos orgéanicos sao similares para cacau e cupuacgu. Vale ressaltar a
caracteristica das améndoas de cupuagu serem menos acidas, o que proporciona

um produto mais suave.
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Os perfis de aminoacidos livres mostraram elevagdes significativas durante
a fermentagdo. Tanto para cacau como para cupuagu, 0 aumento ocorreu
praticamente nos mesmos aminoacidos (fenilalanina, treonina, tirosina, valina,

serina, ac.glutamico, leucina, alanina e arginina).

Os perfis de fendis totais mostraram um decréscimo nos teores ao longo
dos dias de fermentacdo. Os cotilédones de cupuagu apresentaram teores
menores que O cacau, 0 que explica o fato do cupulate ter como uma de suas
caracteristicas uma menor adstringéncia.

Quanto a composi¢do em acidos graxos, observou-se ndo haver variagéo
durante os sete dias de processo. Portanto, se for necessaria uma diminuigdo no
tempo de fermentacdo, fato muito comum em fermentacbes comerciais, a
qualidade da manteiga obtida n&o sera afetada em termos de dureza, resisténcia a
fuséo e outras propriedades fisicas influenciadas pela composicdo em acidos

graxos e trigliceridios.

A microscopia de luz utilizada para andlise das estruturas celulares das
sementes mostrou-se adequada para Vvisualizaggdo das transformagdes
observadas bioquimicamente, como degradagdo de proteinas e compostos
fendlicos. Rompimentos celulares também foram bem documentados e o cupuagu
mostrou-se mais suscetivel a esse fendmeno. Uma quantidade maior de amido foi
documentada nos cotilédones de cupuagu e para ambos os frutos observou-se um
decréscimo ao longo dos dias de fermentacéo.
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ANEXOS

Anexo 1. Cromatogramas da analise de aglcares realizadas para os
cotilédones de cacau.
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Anexo 2. Cromatogramas da analise de acucares realizadas para 0s

cotilédones de cupuacu.




Anexo 3. Cromatogramas da analise de acidos organicos para os
cotilédones de cacau.
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Anexo 4. Cromatogramas da analise de acidos organicos para os
cotilédones de cupuagu.
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