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RESUMO

Existem grandes diferengas no sabor de cacau dependendo de sua origem
de producgéo, certas regides produzem améndoas com excessivo sabor acido e
amargo e forte adstringéncia. Em geral as améndoas de cacau produzidas no
Brasil e na Malasia, tém apresentado teores excessivos de acidez comparados
com améndoas provenientes do leste africano, por este motivo estas améndoas
sao utilizadas em quantidades limitadas nas formulagdes. A presenga do acido
acético e lactico seja de forma individual ou em combinacéo tem sido relacionada
como a mais importante causa da elevada acidez. Por outro lado, na atualidade,
uma importante porcentagem da produgdo nacional de améndoas de cacau se
encontra, segundo os proprios comercializadores, insuficientemente fermentada
(cor violeta). Estas améndoas apresentam um conteido de substancias
polifendlicas maior em relagdo as améndoas de cacau bem fermentadas (cor
marrom), 0 que ocasiona, principalmente, um aumento da adstringéncia e do
amargor. Este aumento pode inibir a percepgdo de outros sabores desejaveis.
Assumindo as deficiéncias na qualidade organoléptica do cacau brasileiro em
relacdo a outros paises produtores, os objetivos do presente trabalho visaram
desenvolver alguns recursos tecnologicos para melhorar as caracteristicas do
sabor do cacau brasileiro. Um dos recursos utilizados foi o tratamento térmico
apos a torragéo na tentativa de reduzir o teor de acido acético e ao mesmo tempo
acompanhar o comportamento dos compostos aromaticos do cacau e de seus
principais precursores. Para a redug@o de substancias polifendlicas, utilizou-se a
polifenoloxidase (PPO) parcialmente purificada, extraida da polpa de pinha
(Annona squamosa L). Na primeira parte do trabalho, os “nibs” de améndoas de
cacau (Theobroma cacao L, variedade Forasteiro, cultivados no estado da Bahia,
Brasil) foram torrados a 150 °C por 38 min, apds a torragdo os “nibs” de cacau
foram submetidos a um tratamento térmico seguindo um fatorial completo (22) de
acordo planejamento central composto rotacional (DCCR). As variaveis
independentes foram temperatura e tempo, temperatura na faixa de 50-75 °C e
tempos entre 20 e 80 minutos. As variaveis dependentes (respostas) para avaliar
os ensaios realizados com “nibs” foram: quantidade de acido acético, agucares
redutores, grupo amino-terminal e comportamento do perfil aromatico. Na
segunda parte do trabalho, “nibs” autoclavados (121 °C por 15 min) e nao
autoclavados de améndoas cruas insuficientemente fermentadas e secas, da
mesma origem, foram embebidos em uma solugdo contendo 200 U/min/ml da
enzima, durante 30, 60, 90, 150, 210 e 360 minutos, a 23° C e pH 6. Os “nibs”
foram secados e moidos para depois serem desengordurados. Foram realizadas
analises no pdé de cacau desengordurado para a quantificacdo de fendis totais,
taninos, antocianidinas e flavan-3-ois. Apés o tratamento térmico, observou-se
uma diminui¢ao significativa do teor de acido acético presente nos “nibs” de cacau
na faixa de 62 a 85 minutos de tratamento com temperaturas na faixa de 70 a 80
°C. Uma diminuigdo significativa do teor de aglicares redutores acontece durante
o tratamento térmico acima de 75 °C para tempos curtos (10-15 min) e em volta
de 50 °C para tempo maiores de tratamento (acima de 85 min). A concentragéo do
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grupo amino-terminal tem uma diminuicdo significativa durante o tratamento
térmico apés torragéo a temperaturas acima dos 45 °C e tempos em volta de 80
minutos, no entanto é possivel observar que a temperatura tem pouca influéncia
sobre a redug&o do grupo amino-terminal comparada com a influéncia exercida
pelo tempo. O comportamento dos compostos arométicos (pirazinas) foi analisado
através de superficie de resposta ndo se obtendo equagdes preditivas
significativas, a falta de ajuste do experimento foi muito grande e o R? muito baixo,
esta falta de ajuste pode ter ocorrido devido a outros fatores desconhecidos.
Analisando os resultados para a diminuicdo de compostos polifendlicos, é
possivel observar que ndo existe uma diferenca significativa (p<0,05) entre os
tempos de tratamento de 210 e 360 min, desta forma o material utilizado na
analise sensorial foi o obtido ap6s 210 min de tratamento. A concentragdo de
fendis totais em “nibs” de cacau n&o autoclavados e tratados enzimaticamente
(210 min) teve uma queda de 15%. A perda destes fendis em “nibs” autoclavados
e também tratados enzimaticamente foi de 24%. No caso dos taninos a perda em
“nibs” tratados com PPO nao autoclavados foi de 15%, e nos autoclavados de
26%. A perda de antocianidinas em “nibs” tratados ndo autoclavados foi de 18%,
e de 51% nos “nibs’ autoclavados. A concentracio de flavan-3-ois teve uma
queda de 10% em “nibs” ndo autoclavados e de 23% nos autoclavados. O
tratamento enzimatico em “nibs” autoclavados, resultou na alteragéo do sabor do
cacau insuficientemente fermentado, diminuindo a adstringéncia e o amargor.
Essa alteragdo sensorial foi percebida na analise sensorial (teste de aceitag&o)
de modo significativo pelos provadores, existindo diferenga a nivel de 5% na
avaliagdo hedbnica para o sabor entre o produto formulado com a amostra tratada
e o formulado com a amostra néo tratada.



SUMMARY

Considerable variations in the taste of cocoa occur according to the region
of production, some regions producing excessively acid, bitter and astringent
cocoa beans. In general, cocoa beans produced in Brazil and Malaysia are
characterized by excessive acidity as compared with those from East Africa,
limiting the amounts of these beans that can be used in formulations. The
presence of acetic and lactic acids, separately or combined, has been shown to be
the principal cause of this excessive acidity. On the other hand, according to those
who commercialize brazilian cocoa beans, an important percentage of national
beans are currently insufficiently fermented (violet color). Compared to well
fermented beans (brown color), such beans present an increase in astringency
and bitterness. This increase can prevent the perception of other, favourable
flavours. Assuming such deficiencies in the organoleptic qualities of brazilian
cocoa as compared to that of other producer countries, this research aimed at
developing some technological resources to improve the taste characteristics of
brazilian coca. One of the resources used was the heat treatment of the beans
after roasting, aimed at reducing the acetic acid content, at the same time
following the behaviour of the aromatic compounds and their principle precursors.
Partially purified polyphenoloxidase (PPO), extracted from Annona squamosa L
pulp, was used to reduce the content of phenolic substances. In the first part of
this research, the cocoa nibs (Theobroma cacao L, Forasteiro variety, cultivated in
Bahia state, Brazil) were roasted at 150°C for 38 minutes. The roasted nibs were
then submitted to a heat treatment according to a complete factorial (2°) central
compound rotational design (CCRD). The independant variables were temperature
(from 50 to 75°C) and time (from 20 to 90 minutes). The dependant variables
(responses) used to evaluate the assays were: amount of acetic acid, reducing
sugars, terminal amino groups and behaviour of the aromatic profile. In the second
part, autoclaved nibs (121°C/15 min.) and non-autoclaved, raw, insufficiently
fermented dried nibs, of the same origin, were imbibed in a solution containing
200U/min/mi of enzyme for 30, 60, 90, 150, 210 and 360 minutes at 23°C and pH
6. The nibs were dried and ground and subsequently deffated. The defatted cocoa
powder was quantitatively analyzed for total phenols, tannins, anthocyanidins and
flavan-3-ols. After heat treatment, a significant decrease in the acetic acid content
was observed in nibs heated for more than 70 minutes at initial temperatures in
the heating jacket in the range from 75 to 85°C. A significant decrease in reducing
sugar content occurred with heat treatments above 75°C for short times (10-15
min) and of about 50°C for longer time periods (more than 85 min). The
concentration of terminal amino groups decreased significantly during post-
roasting heat treatment at temperatures above 45°C and times of about 80
minutes, although it was apparent that the effect of temperature was insignificant
in comparison with the effect of time. The behaviour of the aromatic compounds
(pyrazines) was analysed using response surface methodology, but significant
predictive equatlons were not obtained, the lack of fit of the experiment being very
great and R? very low. This lack of fit probably occurred due to other factors. An



analysis of the results obtained in the assays aimed at reducing the polyphenolic
content, showed that there was no significant difference (p< 0.05) between
treatment times of 210 and 360 minutes, so the material used in the sensorial test
was that obtained with 210 minutes of treatment. The phenolic content of non-
autoclaved, enzymatically treated (210 min) nibs, decreased by 15% as compared
to the untreated samples. The decrease in phenolic content of autoclaved
enzymatically treated nibs was 24%. With respect to the tannin content, the
decrease in PPO treated non-autoclaved nibs was 15% and in autoclaved treated
nibs, 26%. The loss of anthocyanidins in treated non-autoclaved nibs was 18%
and in autoclaved nibs, 51%. The concentration of flavan-3-ols fell by 10% in non-
autoclaved nibs and 23% in autoclaved nibs. The enzyme treatment resulted in an
alteration in the taste of autoclaved insufficiently fermented nibs, decreasing the
astringency and bitterness. This sensory alteration was perceived in the
acceptance test, there being a significant difference at the 5% level in the hedonic
evaluation between the product formulated with the treated sample and that
formulated with the non-treated sampie.



1. INTRODUGAO

O atributo mais notavel do chocolate, responsavel pela grande aceitagéo
universal, € seu sabor peculiar. Como na maioria dos alimentos naturais, a
mistura e equilibrio dos inimeros componentes que contribuem ao sabor definitivo
do chocolate, € dependente de varios fatores como genéticos, condigdes
ambientais, colheita e processos de transformacdo, com maior intensidade no
caso do chocolate do que em muitos outros tipos de produtos, pela complexidade

quimica do desenvolvimento do seu sabor.

Desta forma um dos aspectos fundamentais no processamento do cacau é
o desenvolvimento dos precursores do sabor, que sao influenciados, além dos
fatores citados acima, também pelas técnicas de pré-processamento,
fundamentalmente pelos processos de fermentagéo e secagem. Esse conjunto de
variagdes durante estas etapas ira propiciar um sabor suave ou forte, apés a

torragao e outras etapas posteriores.

No processo da fermentagdo, ocorrem mudangas nos carboidratos,
proteinas, € compostos fendlicos da semente do cacau. Em adigdo, produtos do
metabolismo dos microorganismos fermentadores da polpa, difundem-se através
do cotilédone reagindo com diversos componentes da semente, associando-se
assim ao conjunto de precursores do sabor. O processo de secagem influencia
também o sabor, visto que nesta etapa continuam as reagdes bioquimicas como a

oxidagao e polimerizagao dos polifendis (MARTIN, 1987).

A presenca e a atividade da enzima polifenoloxidase (PPQO), durante a
fermentacdo e a secagem das améndoas de cacau, € um dos fatores
responsaveis pelo desenvolvimento dos precursores do sabor, comegando na
fase oxidativa da fermentacdo e continuando na secagem; € também um dos

fatores menos compreendidos até agora, mas potenciaimente um dos mais
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significativos no que se refere a qualidade do sabor das mesmas (ROELOFSEN,
1958, FORSYTH & QUESNEL, 1963; MAYER, 1987; VAMOS-VEGYAZO, 1981;
citados por WONG, M. K. et. al., 1990).

O papel da PPO e a importancia da mesma na producdo do sabor
caracteristico de chocolate, ndo estdo bem compreendidos, contudo uma baixa
atividade da enzima ou condigbes que podem levar a uma reducdo da atividade
tém sido apontados como os fatores responsaveis por uma queda na producgéo de
precursores de sabor de chocolate. A importancia desta enzima é freqientemente
mencionada de forma implicita na reducdo do sabor adstringente do cacau
(HOLDEN, 1959; citado por REEVES, et. al., 1988).

O grau de acidez no cacau é um fator importante que, dependendo da
quantidade de acidos presente nas améndoas, pode comprometer o sabor final do
chocolate. Os principais acidos que contribuem para o aumento da acidez sé&o o
acético e o lactico, os teores destes acidos, nas améndoas, sdo variaveis de
acordo com a origem e pré-processamento das mesmas (WOOD, 1989). Segundo
LOPEZ, (1979) a quantidade de acido acético produzida durante a fermentacéo é

a mais representativa e importante em comparacdo com outros acidos.

JINAP & DIMICK, 1990 citados por BECKET, 1994, afirmam que o cacau
brasileiro apresenta um pH de 4,75-5,19 sendo considerado assim um cacau
bastante &cido juntamente com o cacau da Malasia e das ilhas Salomon. A
quantidade de acido acético que contém o cacau brasileiro segundo estes autores
é de 0,52-0,82 g/100g e de acido lactico 0,27-0,50 g/100g Comparativamente o
cacau de Gana, Gabdo, Costa do Marfim, Camardes, Nigéria e Republica
Dominicana com pH de 5,20- 5,49, apresenta quantidades de &acido acético de
0,42-0,56 g/100g, e acido lactico de 0,22-0,29 g/100g Finalmente o cacau do

Equador, Venezuela, Guatemala com pH maior que os anteriores contém,
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quantidades de acido acético e lactico, menores 0,44-0,55 g/100 e 0,21-0,30
g/100g, respectivamente.

Apos as etapas de fermentacdo e secagem, o cacau é submetido &
torragdo, durante este processo uma série de compostos aromaticos s&o
desenvolvidos através da reagdo de Maillard, principalmente ésteres
hidrocarbonetos, acidos, cetonas, aldeidos, furanos e em maior nimero as
pirazinas. Todos esses componentes participam do sabor do cacau, em
concentracdes que variam em fungdo do tempo e da temperatura da torragédo
(BAUERMEISTER, 1981; PEZOA, 1989).

Em geral o cacau brasileiro apresenta um sabor aceitavel, inclusive as
suas caracteristicas de amargor e adstringéncia sdo normais quando a
fermentacéo é adequada. De acordo com o mercado internacional a caracteristica
que mais compromete a qualidade do cacau brasileiro além da alta acidez que
apresentam as améndoas, é o insuficiente desenvolvimento do sabor. Por estas
razdes sd0 necessarias alternativas de tratamentos que visem a redugdo dos
acidos volateis indesejaveis produzidos durante a fermentacdo e que permitam o

desenvolvimento suficiente de componentes do sabor.
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2. OBJETIVOS

Considerando as deficiéncias na qualidade organoléptica do cacau
brasileiro em relagdo a outros paises produtores e a necessidade de estudar
alguns recursos tecnolégicos para melhorar as caracteristicas do sabor do cacau

fermentado e seco, este trabalho tém por objetivos:

1) Reduzir o teor de acido acético
2) Desenvolver compostos aromaticos desejaveis mediante tratamentos adicionais
aos usuais na formagao do sabor, como s&o a torragdo e conchagem.

3)Reduzir o teor de compostos fendlicos a fim de diminuir adstringéncia e amargor
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Generalidades do cacau

A planta cacaueira que pertence ao género Theobroma cacao L., produz as
améndoas do cacau, matéria-prima principal na fabricacdo do chocolate. Esta
planta € uma arvore silvestre da Ameérica, cultivada em todas as regides de
floresta tropical umida principalmente dentro dos 17 e 20° de latitude do Equador
(HANCOCK, 1988).

Dentro do fruto encontram-se aproximadamente 35 a 50 sementes, que
representam 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 e 12 mm, pesando 1,4 a 2g cada uma. Ditas sementes estdo constituidas
por um gérmen e dois cotilédones recobertos por uma membrana que quando
seca se denomina testa, e sdo envolvidas por uma polpa mucilaginosa doce,
acidulada e de sabor agradavel (ZAMALLOA, 1994).

Existe uma grande variabilidade nos frutos de cacau, quanto as dimensdes,
cor, forma do fruto e o nimero de sementes. ZAMALLOA (1994), estudando 10
clones produzidos no estado de S&o Paulo determinou que as médias do numero
de sementes por fruto foram de 39,8; em relagdo ao comprimento e largura dos
clones foi de 25,7 mm de comprimento e 12,66 mm de largura. Os resultados da
espessura da semente do cacau cultivado no estado de S&o Paulo apresentou-se

29% maior que o da Bahia.

A Tabela 1 apresenta a composi¢cdo quimica de améndoas de cacau, esta
composi¢ao pode variar dependendo de muitos fatores, entre os quais variedade,

pais de origem, grau de maturagao dos frutos e praticas agricolas.
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O pré-processamento do cacau inicia-se com a abertura dos frutos para a
remocgao das sementes envolvidas pela polpa mucilaginosa, conjunto que sera
submetido as operacdes de fermentacdo, secagem e armazenagem (ROHAM,
1990, citado por ZAMALLOA, 1994).

Tabela 1. Composigcédo quimica da améndoa de cacau.

COMPOSTOS Porcentagem em relacdo a
matéria seca®
Manteiga de cacau 56,00
Cinzas 2,80
Teobromina 1,40
Cafeina 0,20
Polifendis 6,50
Proteina bruta 12,00
Aglcares 1,22
Amido 6,30
Pentosanas 1,60
Celulose 9,50
Acidos carboxilicos 1,70
Diversos 0,80

? FONTE: MINIFIE, 1970.

3.2. Pré-processamento do cacau

3.2.1. Colheita e quebra do fruto

Somente os frutos maduros possuem quantidades de aglicar e outras
substancias necessarias para lograr uma boa fermentagdo das sementes, j& os
frutos ndo maduros além de serem muito acidos, apresentam grdos menores e
menor quantidade de agucar, motivo pelo qual fermentam mal e tem menor
rendimento no peso final. Nao se deve esperar muito tempo para se colher um
fruto maduro, devido aos riscos de germinagdo das sementes e apodrecimento
das mesmas, o que constitui grave defeito na classificacdo (BRAUDEAU, 1970
MARAVALHAS, 1971).



Revisio Bibliogrifica

Durante a quebra dos frutos que deve ser realizada quatro a seis dias apos
a colheita, deve-se ter muito cuidado na remogdo da polpa e sementes, evitando

que os fragmentos de placenta e casca se misturem com as sementes.

Estas sementes junto com a polpa deverdo ser transferidas imediatamente
para os cochos de fermentagéo, ou transferidas no mesmo dia no caso em que a
quebra foi realizada longe deste lugar. Admite-se em casos eventuais um
intervalo de um dia entre a quebra e o transporte para o cocho; nunca deve-se
misturar sementes provenientes de quebras realizadas em dias diferentes num
mesmo cocho de fermentagcdo (MARAVALHAS, 1971).

3.2.2. Fermentagao

Uma vez colhidos os frutos, continuam os mecanismos bioquimicos que
contribuem para a formagéo de precursores do sabor. Além da fermentagéo
facilitar a separagdo da polpa mucilaginosa, esta impede a germinagcéo das
sementes e tem como principal objetivo o desenvolvimento dos precursores
necessarios paré o sabor de chocolate (HOSKIN & DIMICK, 1988). O tempo de
duragéo deste processo deve ser de cinco a seis dias. Nao sendo recomendaveis
menos de cinco e mais de sete dias (ROHAN, 1958; MARAVALHAS, 1971). A
duragdo deste processo de fermentagcdo vai depender das condigdes de
processo, clima, e outros fatores relacionados a esta etapa. A cor interna das
améndoas de cacau, ao final da fermentagéo, deve ser marrom e nédo violeta, ja
que a cor violeta é caracteristica de um produto mal fermentado e esta
relacionado com um fraco sabor de chocolate. (ROHAN, 1958; LOPEZ & Mc
DONALD, 1981).

As sementes que nao foram fermentadas sdo incapazes de produzir o
sabor caracteristico de chocolate inclusive apds o aquecimento. BRADEAU

(1970), mostrou que nem as células com pigmentos, nem as células de reserva
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dos cotilédones frescos contém alguma das substancias que originardo sabor de
chocolate; confirmando assim que as substancias aromaticas se originam durante

o processo de fermentacgio.

A polpa fresca de cor branca que envolve as sementes de cacau apresenta
um alto contelido de agucares, baixo pH (cerca de 3,6), baixo teor de oxigénio,
sendo um excelente meio para o desenvolvimento de leveduras. A polpa esta
fortemente aderida as sementes e ela é composta de aproximadamente 85% de
agua e 11% de agucares, além de pequenas quantidades de acido citrico,
pentosanas e proteinas (CARR, 1980; MINIFIE, 1989; SHAUGHNESSY, 1992)

Os sistemas mais comuns para fermentacdo sdo: em montes, caixas,
cestos, sacos de lona, gavetas de madeira, etc. De maneira geral, o tipo de
fermentacdo predominante no Brasil € o que utiliza caixas de madeira com

orificios em sua base (cochos).

Na fase inicial da fermentacdo, as leveduras que se desenvolvem na
mucilagem da semente de cacau iniciam a conversdo anaerdbia dos aglicares da
polpa em etanol e CO,, caracterizando a primeira maior atividade microbiolégica
da fermentacdo do cacau, a fermentacao alcodlica. Como resultado da agéo dos
microorganismos, a temperatura da massa de sementes aumenta nas primeiras
24 a 36 horas para 30-35 °C e as células da polpa comecam a se romper,
causando o aparecimento de uma exsudagdo aquosa (mel), a qual migra através
dos orificios situados no fundo das caixas de fermentacdo (CARR, 1980;
MINIFIE, 1989; SHAUGHNESSY, 1992).

ROELOFSEN (1958), descreve alguns experimentos nos quais foi
mostrado que leveduras podiam metabolizar acido citrico e causar degradagao da
polpa das sementes, demostrando que atividades como o metabolismo de acidos

organicos, podem ocorrer quando elas estdo fermentando. Com o consumo do
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acido citrico, o pH se eleva gradualmente de 3,6 até 4, favorecendo o
desenvolvimento das bactérias lacticas. As temperaturas superiores a 30 °C sao
menos favoraveis para as leveduras ja que o nimero destas comegam a diminuir
da massa de cacau antes das primeiras 24 horas de fermentagéo, ou seja quando
se atinge essa temperatura, que é propicia para as bactérias lacticas. Outro fator
que contribui para a redugdo drastica do numero de leveduras do meio, é a
presenca de acido acético produzido durante o metabolismo das bactérias

lacticas heterofermentativas.

Dentro da classificacdo das bactérias lacticas, presentes na etapa de
fermentac&o do cacau, estdo as homofermentativas que produzem apenas &acido
lactico a partir do metabolismo da glicose, e as heterofermentativas que produzem
ndo somente &cido lactico a partir do metabolismo da glicose, mas também &acido
acetico, dioxido de carbono e etanol, do mesmo substrato. A maior parte das
bactérias lacticas pode fermentar uma extensa gama de aglcares, inclusive as
pentoses e pode atacar os acidos malico e citrico, produzindo acido lactico, acido
aceético e didxido de carbono, acarretando uma queda global na acidez e elevagéo
do pH (WHIING & COGGINS, 1964; CARR, 1980; citados por CARR, 1980).

O processo de revolvimento da massa de sementes tem o efeito imediato
de aumentar a aeracdo e por conseguinte a atividade bacteriana, principaimente
para os microorganismo aerébios, como as bactérias acéticas. Um dos objetivos
do revolvimento € assegurar o grau de fermentacdo mais uniforme e eficiente
(HANCOCK, 1988).

Seguindo-se a fermentagdo alcodlica, rapidamente ¢é iniciada a
fermentagdo acética, onde as bactérias acéticas transformam o etanol em acido
acético e agua, na presenca de oxigénio. Por esta reacdo ser exotérmica, uma
quantidade consideravel de energia é produzida, causando a elevagdo da
temperatura a cerca de 50 °C (CARR, 1980).
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O aumento de temperatura e a formagao de alcool etilico, seguidos da
formacéo de acido acético e a presencga de outros acidos sdo responsaveis pela
morte do gérmen e consequente perda da capacidade de germinagéo. Nessa fase
existe uma difus@o do contetido celular, iniciando-se assim uma série de reagdes
relacionadas com as alteragbes de sabor, aroma e cor da semente, ocorrendo
hidrélise das proteinas, originando aminoacidos livres (FORSYTH & QUESNEL,
1957).

A protedlise na semente de cacau € iniciada apds a absor¢cdo de &cido
acético, completando-se dentro de poucas horas, reagdo importante que ocorre
na auséncia de oxigénio. Considerando que os oligopeptideos e os aminoacidos
s@o precursores do sabor de chocolate, 0 acimulo predominante de leucina,
alanina, fenilalanina e tirosina entre os aminoacidos liberados durante a
fermentagcdo de cacau e a significativa degradacido dos aminoacidos, s&o
considerados importantes na formagéo do sabor de chocolate (KIRCHHOFF et al.
1989). Segundo MARAVALHAS (1971), existe um aumento do conteudo de
aminoacidos livres na semente de cacau durante o processo de fermentacao,
tendo um suave aumento nos teores de arginina, leucina, lisina, fenilalanina,
treonina, e valina durante a fermentacéo. Estes aminoacidos e agucares redutores
livres, produzidos durante esta etapa, sdo os principais precursores para a
formacdo de componentes do sabor, que principaimente na fase de torracéo,
participam na sintese das pirazinas, componentes de grande importancia no
sabor de chocolate (REINECCIUS et al., 1972).

3.2.3. Secagem

Apés o processo de fermentacéo inicia-se o processo de secagem. Este

processo estabiliza a atividade microbiolégica e previne o crescimento de mofo

10
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nas améndoas. Durante esta etapa importantes reagbes enzimaticas e quimicas,

iniciadas durante a fermentacdo das améndoas, sdo completadas.

Como indicadores de um processo bem conduzido de secagem, a
qualidade é referenciada com uma boa cor marrom, uma baixa adstringéncia e
amargor. Também s&o indicadores de uma secagem correta, a auséncia de sabor
excessivamente acido e sabor de fumaga (HOSKIN & DIMICK, 1988).

No inicio do processo de secagem as améndoas de cacau apresentam uma
umidade na faixa de 40-50%, faixa esta que deve ser reduzida para 6-8% para
conseguir melhor conservagédo durante o armazenamento (LOPEZ & QUESNEL,
1973). Esta operacéo deve ser conduzida de tal maneira a se obter um teor de
umidade em torno de 7%, visto que uma secagem excessiva torna a casca
quebradica e o excesso de umidade facilita o desenvolvimento de fungos
(MARAVALHAS, 1971; HOSKIN & DIMICK, 1988). CRESPO (1985), citado por
PEZOA (1989), afima que com aproximadamente 3% das améndoas
contaminadas por fungos, a pasta de cacau apresenta um gosto desagradavel,

impossivel de se eliminar nos processos subsequentes.

Durante a operacdo de secagem do cacau quando se desenvolve a cor
marrom caracteristica do chocolate, ocorrem reagdes importantes de oxidagao
dos polifendis catalisadas pela enzima polifenoloxidase, que é ativada somente
quando o oxigénio tem acesso aos cotilédones (FORSYTH & QUESNEL, 1957;
HOSKIN & DIMICK, 1988). Dentro destas reagbes encontram-se a oxidagao e a
polimerizacéo das catequinas e das proantocianidinas livres ou combinadas com
peptideos. As antocianidinas sdo destruidas por hidrélise ou por oxidagéo, ou
mesmo ambas, dependendo da velocidade de penetragdo de oxigénio nas
améndoas, ocorrendo entdo o desenvolvimento da cor marrom tipica do cacau
(LAJUS, 1982; citado por VASCONCELOS, 1999).

11
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3.2.4. Torragao

A torragdo € um processo térmico onde sdo usadas nos equipamentos
temperaturas aproximadamente entre 110-220 °C dependendo do tipo e
caracteristicas do cacau (HOSKIN & DIMICK, 1988). Outros fatores que
influenciam nas condigcdes da torragdo sdo: periodo de colheita, tratamentos
anteriores a torracéo, umidade, tamanho das améndoas ou “nibs” e caracteristicas
de sabor desejadas (LEE & JACKSON, 1975; BAUERMEISTER, 1981; citados por
PEZOA, 1989).

De uma maneira geral, o processo de torragdo que pode ser aplicado nas
améndoas inteiras, “nibs” ou massa de cacau chamada também de liquor de
cacau, tem por objetivo provocar a formagao da fragdo aromatica tipica do cacau,
principalmente via reacdo de Maillard, a partir dos precursores de sabor formados
durante a etapa de fermentagdo, como os agﬁéares redutores e os aminoacidos
livres (BERTINI, 1989).

Outros fendbmenos que ocorrem paralelamente ao desenvolvimento do

sabor de chocolate durante a torragdo sao:

- Reducéo do teor de agua das améndoas de aproximadamente 8% para
cerca de 2%.

- Inactivagcéo das enzimas capazes de degradar a manteiga de cacau.

- Desenvolvimento da cor tipica do chocolate.

- Diminuicdo dos acidos volateis indesejaveis, como o Aacido acético,
propidnico, butirico, etc.

O tamanho das améndoas & um fator importante para determinar o grau de
torracdo que elas devem receber. Se é otimizado o tempo de torragdo para as

améndoas de cacau de tamanho médio, as pequenas serao inevitavelmente muito

12
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torradas e no caso das améndoas de tamanho maior a torracdo sera insuficiente,
ocasionando uma ma qualidade no produto obtido (HOSKIN & DIMICK, 1988). E
importante que neste processo o produto apresente uma temperatura uniforme,
pois uma diferenca de 5°C abaixo da temperatura ideal de processamento
acarreta alteragbes importantes em relagdo ao sabor e ao contrario, qualquer
aumento acima dessa temperatura, além de sobretorrar o produto provoca
migracéo e perdas de manteiga de cacau (BAUERMEISTER, 1981).

Quando s&o utilizados “nibs” ao invés de améndoas inteiras, como no
processo convencional, a diferenca de intensidade de torragdo, devido a
diferenca de temperatura nas diversas partes da améndoa, é diminuida, obtendo-
se melhor transferéncia de calor e consequentemente redugdo no consumo de
energia (BERTINI, 1989).

3.3. Mudangas quimicas que influem no sabor de cacau
3.3.1. Compostos polifendlicos

Segundo BRAUDEAU (1970), o tecido dos cotilédones, das sementes de
cacau, & composto por dois tipos de células: o primeiro tipo de células apresenta
pigmentos compostos de polifenéis (taninos, catequinas, antocianinas,
proantocianidinas) e purinas (teobromina e cafeina); ja o segundo tipo, séo

células de reserva, incolores, que contém gorduras, amido, proteinas e enzimas.

A porcentagem de células armazenadoras de compostos polifendlicos na
améndoa de cacau constituem de 11-13% e aproximadamente 90% das células
s&o armazenadoras de lipidios e proteinas, 0 maior volume porém, € composto de
células armazenadorés de gordura (BELITZ & GROSCH, 1988). As células
armazenadoras de compostos polifendlicos, dependendo do conteldo de

antocianinas adquirem cor entre branca e violeta intenso. A Tabela 2 apresenta a

13
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composicao das células, onde sdao armazenados os polifenbis, comparada com o

tecido total.

Tabela 2. Composicéo das células onde sdo armazenados os polifenois

Composto (%)" de compostos  (%)* de compostos
na célula nos cotilédones
armazenadora

Catequina 25,0 3,0
Proantocianidina 21,0 2,5
Polimeros de 17,5 2,1
proantocianidina

Antocianinas 3,0 0,4
Fendis totais 66,5 8,0
Teobromina 14,0 1,7
Caféina 0,5 0,1
Agucares livres 1,6

Polissacarideos 3,0

Outros 14,4

4 Base seca

Fonte: BELITZ & GROSCH, 1988

Existem trés grupos diferentes de fendis no cacau: proantocianidias (58%),
catequinas (37%) e antocianinas (4%). A catequina principal €& (-)-epicatequing;
também foram identificadas a (+)-catequina, a (+)-galocatequina e a (-)-
epigalocatequina. A fracdo de antocianinas esta formada principalmente por 3-8-
D-galactosidil-cianidina e por 3-a-L-arabinosidil-cianidina. As proantocianidinas
sdo compostos que se transformam em antocianinas e catequinas quando sdo
aquecidas em solugao acida (BELITZ & GROSCH, 1988).

As alteragdes quimicas no interior da semente de cacau, dependem da
morte das células do cotilédone, entdo as membranas celulares degradam-se e
permitem que entrem em contato os diferentes constituintes que estavam
separados no tecido vivo. A morte, ocorre durante o segundo dia, € produzida
principalmente pelo acido acético que estd sendo produzido na polpa. A alta
temperatura é também uma causa que contribui para a morte das células. As
antocianinas e outras substancias polifendlicas das células pigmentadas, podem

entdo se difundir em dire¢do as células adjacentes de armazenamento, onde
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encontram-se com diversas enzimas que provocam diferentes reagées hidroliticas
nas condicdes anaerdbias da améndoa. Entre estas reagbes se encontram a
degradacg&o das antocianinas, de tal maneira que se produz a descoloragio dos
cotilédones nesta etapa. Quando o ar comega a atingir o interior das améndoas,
iniciam-se as reagdes oxidativas ou de escurecimento as quais predominam e
entdo o tecido adquire uma cor escura, isto acontece na uitima etapa da
fermentacdo normal em caixas, de 6 a 7 dias, e pode continuar durante a
secagem sempre que esta n&o seja realizada com demasiada rapidez
(HANCOOK, citado por BECKETT, 1994).

Como ja foi argumentado por outros autores, durante o processo de
fermentacdo das sementes de cacau, os polifendis sofrem intensas modificagdes,
que se iniciam depois da morte das sementes, quando as substancias fendlicas e
as enzimas sao liberadas de seus respectivos locais de armazenamento na célula
(QUESNEL, 1965). Observa-se geralmente um decréscimo da totalidade de seus
componentes (fendis totais, taninos, antocianinas) (MENDES-FERRAO, 1963,
CROS et al, 1982, citados por VILLENEUVE & MACHEIX, 1985), interpretado por
muitos autores como resultado de uma oxidagdo enzimatica (KNAPP, 1937,
SWAIN, 1962, citados por VILLENEUVE & MACHEIX, 1985).

Segundo CROS et al (1982), no estudo da evolugdo dos taninos e dos
fendis totais em sementes de cacau durante a fermentagdo, existe uma
diminuicdo, que fica em volta de 70%, no teor de compostos polifendlicos
presentes em améndoas fermentadas durante 8 dias em caixas, em relagido com o
teor destes compostos em sementes nédo fermentadas. Os taninos tiveram uma
evolugcdo muito similar aos compostos fendlicos, comeg¢ado a diminuigdo a partir

do 3° dia de fermentacao, ponto no qual atingem sua concentragio maxima.

As sementes frescas de cacau contém concentracdes elevadas de

pigmentos violeta chamados antocianidinas. Durante a fermentagdo estes
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pigmentos s&o hidrolizados devido a agéo de enzimas glucosidases resultando na
perda desta coloragdo violeta nos cotilédones. As glucosidases nio tém sido
caraterizadas por completo, mas sabe-se que o ponto maximo de destruicéo
destes pigmentos violetas (antocianidinas) encontra-se em volta dos 45 °C e pH
entre 3,8 e 4,5 (FORYSTH & QUESNEL, 1957). Ao longo da fermentagdo as
antocianidinas livres sdo oxidadas pela agdo da polifenoloxidase até quinonas,
estas quinonas podem complexar com aminoacidos e proteinas e depois
polimerizar com outros flavonoides até formar taninos. Taninos com altos pesos
moleculares complexam com proteinas através de pontes de hidrogénio e o
resuitado desta reacdo sdo pigmentos, insoliveis em &gua, de cor marrom
caracteristica e necessaria para a produgdo de chocolate (HANSEL ef al. 1988).

Na etapa da fermentacdo aerobica do cacau, pigmentos de cor marrom sdo
formados a partir de compostos polifendlicos, o processo de formagéo destes
pigmentos acontece a partir da oxidagdo da catequina e da epicatequina até
quinonas, e a condensagdo de proteinas e polifenois resulta na redugdo da
adstringéncia e do sabor amargo no cacau, contudo a exata participagdo da
polifenoloxidase (PPO) no desenvolvimento do sabor de chocolate precisa de
maiores estudos, j& que, o mecanismo de reacdo desta enzima € bastante
complexo (FORYSTH, 1952).

Durante a secagem, as reagdes envolvendo compostos polifendlicos, séo
uma continuacdo oxidativa da fermentacdo. Os polifendis sdo oxidados na
presenca de oxigénio resultando na formagdo de quinonas que sofrem
polimerizac&o para a obtencéo de produtos de cor marrom, Entretanto, tendo em
vista seu pH ideal (6,0), em sementes acidas (pH 4,0 - 5,0) o escurecimento é
lento durante o processo de secagem. Num pH > 7 os polifenois sdo oxidados de
maneira ndo enzimatica. Entdo, um cacau sobre fermentado faciimente se torna

marrom, dando a falsa aparéncia de uma semente perfeitamente fermentada. Uma
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consequéncia da oxidag&o polifendlica e a polimerizagio da quinona é a reducdo
da adstringéncia (JEANJEAN, 1995).

A mudanga no teor de compostos polifendlicos, durante o aquecimento, foi
estudada por YOSHIYAMA & ITO (1996), os resultados relatados por estes
pesquisadores indicam que. ap6s um aquecimento, de améndoas de cacau pouco
fermentadas, por autoclavagem (10 min, 120 °C) e posterior torragcdo em forno
seco (20 min, 120 °C), os teores de polifenois totais, flavan-3-0is e
proantocianidinas, mantinham-se presentes em 84%, 82% e 79%
respectivamente. A partir deste fato, pode-se sugerir que os polifenois presentes
em améndoas de cacau insuficientemente fermentadas, sdo conservados mesmo
tendo passado pelo processo de aquecimento, e que a adstringéncia também

acaba permanecendo.

3.3.1.1. Agdo da enzima polifenoloxidase (PPO) no cacau

A alteragcdo n&o microbiana mais evidente nas frutas e outros vegetais é o
escurecimento causado pela oxida¢ao enzimatica. O escurecimento enzimatico é
o resultado da transformacgéo em etapas de um monofenol primeiro a um difenol e
depois a uma quinona. O grupo carbonilico reage entdo de forma ndo enzimatica
com outros constituintes dos alimentos, e de forma particular com compostos com

grupos amino, para darem finalmente produtos de cor escura.

Este escurecimento enzimatico é evidente na maioria das frutas
descascadas ou cortadas e acontece rapidamente depois da ruptura das células.
Embora um escurecimento excessivo dé lugar a produtos pouco atrativos, esta
reacéo pode ser desejavel, por exemplo, para obter um produto ligeiramente
amarelo quando elabora-se o puré de macga pasteurizado. O escurecimento
enzimatico é também responsavel pela formagao da cor procurada no cacau, café,
cha e frutas secas (ROBINSON, 1991).
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No cacau s&o encontrados varios tipos de enzimas endogenas, estas tém
uma fun¢do muito importante para a produgdo dos precursores do sabor e para a
degradagio dos pigmentos durante a fermentagio do cacau. A Tabela 3 resume
as reagbes que sdo catalisadas enzimaticamente e que ocorrem durante a

fermentac&o de améndoas de cacau.

Tabela 3. CaraterizagZo das principais enzimas ativas durante a fermentagéo

Enzima Localizagdo  Substrato Produto pH Temperatura
(°C)
Invertase améndoa Sacarose Glucose 40525 37
testa frutose
Glicosidases améndoa Glicésidos Cianidina
(B-galactosidase) cotilédone  (3-B-D-galactosidilcianidina, acucares
3-a-L-arabinosidilcianidina) 3,845 45
Proteinases améndoa Proteinas Peptidios 47 §5
“nibs® aminoacidos
Polifenol oxidases améndoa Polifenois, (epicatequina) O-quinonas 6 31,5345
cotilédone O-diguinonas

Fonte: LOPEZ, 1986 citado por Beckett, 1994,

Segundo (LOPEZ & DIMICK 1991, citados por HANSEN et al, 1988),
embora uma grande variedade de enzimas como as proteases, glucosidases e
polifenoloxidase terem sido detectadas nas améndoas de cacau, poucas sdo as
ligagbes diretas que tém sido estabelecidas entre estas enzimas enddgenas e a

producdo de sabor.

Durante a fermentagdo a enzima polifenoloxidase participa de uma série de
reacoes, entre elas a formacdo de o-quinonas, as quais interagem com
aminodcidos para a formag&o de aldeidos, que participa da formacdo do aroma do
cacau, esta afirmaco sugere que esta enzima poderia ser utilizada, por exemplo,
no processo de desenvolvimento de sabor de chocolate associado as reagbes de
escurecimento durante o processamento do cacau (MOTODA, 1979).

Esta reacdo de formagdo de aldeidos a partir de aminoacidos com a
participagdo da PPO foi estudada por SAIJO, 1970; SANDERSON, 1970; citados
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por MOTODA, 1979, em extratos a partir de cacau a qual, segundo estes
pesquisadores, envolve duas etapas: a reagdo enzimatica e a ndo enzimatica, a
primeira etapa compreende a formac&o de quinonas a partir de polifenois com a
participagao da polifenoloxidase e a segunda etapa a degradagido de Strecker
catalisada por quinonas. Ainda BALLEY et al, 1962; ROHAN, 1964; PINTO &
CHICHESTER, 1966; todos eles citados pelo mesmo autor, indicam que os
aldeidos sa@o formados a partir de aminoacidos livres através da degradagao de

Strecker durante os processo de fermentagao, secagem e torragao.

A atividade enzimatica das peroxidases e das polifenoloxidases apresenta
um acentuado decréscimo ap6s os dois primeiros dias de fermentacdo, nesse
periodo, suas atividades passam a ser praticamente nulas (VILLENEUVE 1982,
citado por BAREL ef al. 1983). Esta inativagcdo enzimatica no processo de
fermentagcéo acontece devido a geragéo de calor durante a mesma e também pelo
aumento nas concentragdes de acido acético, etanol e polifenois. Este processo
de fermentacgéo e a consequente morte das sementes facilitam a agéo da enzima,
mas a inativagdo desta ocorre rapidamente sem conseguir que grandes
quantidades de compostos polifendlicos sejam liberados (HOLDEN, 1959).
Porém, segundo REEVES et al, 1987, a atividade enzimatica da poliifenoloxidase
s6 tem uma diminuigdo significativa apos o terceiro dia de fermentagéo, os dados
apresentados na Tabela 4 demonstram que os resultados encontrados por estes
pesquisadores estao distantes dos resultados de outros autores que reportam que

a perda significativa da atividade enzimatica acontece ja a partir do segundo dia.

A atividade das enzimas pode ser comprometida durante o processo de
secagem, se esta etapa é realizada de forma artificial e conduzida de maneira
muito rapida, com o emprego de temperaturas elevadas, as enzimas do interior da
améndoa s&o inativadas por falta de umidade, antes de que tenham sido

completadas diversas alteragbes necessarias para a formagdo correta dos
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precursores do sabor de chocolate, as quais ocorrem na parte inicial deste
processo (HANCOCK, 1988; HARDY, 1961, citado por ZAMALLOA, 1994).

Tabela 4. Atividade residual da polifenoloxidase (expressa como % atividade
inicial) durante a fermentacéo

Dias % atividade inicial
Reeves® Villeneuve (1985)° Holden (1959)°
1 100 66 36
2 94 28 20
3 93 13,5 8
4 22 8 5
5 13 5,6 0

Reagentes usados para a solubilizag¢io:

2 0,002M citrato, 0,04 M fosfato, pH 5,5; contendo 0,5 M NaCl e 1% de Triton X-100.

® 0,1 M citrato/fosfato, pH 5,2, contendo 4% de PVPP, 1,2% polietilenoglicol 600 e 0,02%
mercaptoetanol.

€ 0,01 M acetato de sddio

Fonte: REEVES et a/, 1987

3.3.2. Formagao de pirazinas e reag¢do de Maillard

Uma das mais importantes e complexas reagdes relacionadas com o sabor
no processo de torragdo, € o escurecimento ndo enzimatico ou reagio de
Maillard. Os produtos de isomerizagdo formados durante a fase inicial sdo
fundamentalmente substancias formadas por adi¢cdo entre aminoacidos e
acucares. Durante a etapa intermedidria, sdo desidratados, fragmentados e
transaminados, formando substancias complexas, que dependem da temperatura
e pH. Em condi¢cbes acidas, geralmente formam-se hidroximetilfurfural e outros
derivados do furfural. Se o pH for neutro, o resultado da reag¢ao é principalmente
de reductonas. Todos os intermediarios sdo produtos muito complexos e conhece-
se pouco sobre sua estrutura e a natureza exata da sua formagéo nos sistemas
de alimentos. No final, sdo polimerizadas varias substancias, dependendo dos
substratos e do pH os quais contribuirdo ao sabor definitivo do chocolate.
Algumas das substancias mais importantes sdo: pirazinas, pirrois, imidazois,
tiazois e oxazois (HOSKIN & DIMICK, 1988).
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Segundo REINECCIUS et al (1972), a reacdo de Maillard se desenvolve
numa faixa de pH de 3 a 10, onde o pH alcalino e um teor de umidade na faixa de

7 a 15% favorece a intensidade desta reagéo.

As pirazinas representam cerca de 25% do total dos produtos identificados
na fragdo aromatica do chocolate (BAREL et al, 1985). Estes compostos nao
apresentam qualquer sabor caracteristico de chocolate, apesar da significancia
delas dentro da fragcdo aromatica do chocolate, sendo que o sabor de chocolate é
resultado da complexa mistura de um grande nimero de compostos presentes no
cacau. Porém as pirazinas se encontram entre os mais importantes compostos
formados na reagdo de escurecimento de alimentos em geral, j4 que elas
aparecem em grande numero em alimentos cozidos ou torrados e em sistemas
modelo de escurecimento (SHIBAMOTO, 1980; MAGA et SIZER, 1973; HODGE,
1967, citados por SHIBAMOTO, 1982).

Aproximadamente 500 compostos volateis do cacau torrado ja foram
identificados, sendo que dentre estes compostos as pirazinas representam o

grupo com maior quantidade de componentes identificados (Tabela 5).

No decorrer da torragdo, as pirazinas, que sdo componentes aromaticos
heterociclicos, aumentam de concentragdo de forma gradual. Uma diminuigdo do
teor de algumas pirazinas na améndoa é sinal do inicio de uma sobre-torracgéo.
Isto possivelmente acontece devido a volatilizagdo destas, dado o aumento de
temperatura (PEZOA, 1989; MERMET et al, 1992). Contudo REINECCIUS et al.
(1972) relatam que a formagao de pirazinas durante a etapa de torragédo esta em
direta relacdo com a origem do cacau, sendo ainda que maiores concentragées
de pirazinas serdo encontradas nas améndoas que foram bem fermentadas,
quando comparadas aquelas levemente fermentadas ou entdo subfermentadas. O

autor ainda reforca que as mesmas pirazinas estéo presentes em todos os casos
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acima, mas em diferentes proporgdes. Essas diferengas quantitativas envolvem
principaimente os picos da 2-metil, 2,3,5-trimetil e 2,3,5,6-tetrametilpirazinas.

Tabela 5. Componentes volateis presentes no aroma de cacau

COMPONENTES n COMPONENTES n
1. ALIFATICOS (194) 4. HETEROCICLICOS (201)
Hidrocarbonetos 10 Compostos oxigenados 37
Alcoois 18 Furanos 22
Aldeidos 16 Sulfetos 01
Cetonas, dicetonas, 18 Lactonas 06
hidroxicetonas
Acidos 35 Outros 08
Esteres 44 Compostos nitrogenados (140)
Eteres, acetaldeidos 06 Pirréis 14
Aminas 33 Piréis (halogenados) 02
Nitrilos 01 Piridinas 13
Compostos de enxofre 10 Pirazinas 79
2. ALICICLICOS (20) Ciclopentapirazinas 13
Hidrocarbonetos 07 Quinoxaleinas 10
Alcoois 05 Outros 03
Cetonas, dicetonas 04 Thiazéis 09
Esteres 01 Oxazéis 15
Outros 03
3. AROMATICOS (83)
Hidrocarbonetos 32
Fendéis 08
Alcoois 05
Aldeidos 05
Cetonas 05
Acidos 17
Esteres 13
Eteres, acetaldeidos 02
Compostos de nitrogénio 04
Compostos de enxofre 02

(n=numero de componentes)
Fonte: SILWAR, 1988

Segundo BAUERMEISTER (1981) a 2,3,56-tetrametilpirazina e a 2,5-
dimetilpirazina tém sido consideradas como bons indicadores do grau de torracéo,
em funcéo de que a formacgao das metilpirazinas a partir de seus precursores esta

diretamente relacionada como o tempo e temperatura de torraco.

22



Revisdo Bibliografica

3.3.3. Acido Acético

A fermentagdo das sementes de cacau é uma condi¢do indispensavel para
0 desenvolvimento dos precursores do sabor e aroma do chocolate (LOPEZ,
1983). Durante esta etapa do beneficiamento na fazenda acontece que a polpa
aderente & semente é metabolizada pelos microorganismos, resultando na
producéo de calor, acido acético e etanol, fatores que ao serem absorvidos pelos

cotilédones causam a morte da semente (QUESNEL, 1965).

Os acidos no cacau s&o produzidos através do metabolismo microbiano da
polpa, estes acidos sdo depois absorvidos pelo cotilédone. A difusdo dos acidos
para o cotilédone fornece um ambiente acido préprio para as reagbes enzimaticas
as quais irdo desenvolver os precursores do sabor de chocolate. Outra fungdo
destes acidos € a de proteger as améndoas de uma possivel putrefacdo causada
por bactérias, o que ocasionaria a produgéo de sabores ndo desejaveis. O acido
acético em particular é responsavel pela morte das sementes, evitando a
germinacgéo, e pela solubilizagao dos compostos polifendlicos (JINAP, 1994).

Durante a etapa da fermentagdo, ao final das primeiras 24-36 horgs
(dependendo da regido produtora de cacau), a primeira aeragdo da massa de
sementes € realizada, através do seu revolvimento. Continuamente sio feitas
novas aeracbes de 24 em 24 horas, até o final da fermentagdo. Este
procedimento tem como objetivo promover uma fermentacdo mais uniforme e
eficiente, facilitando a penetracéo do oxigénio entre as sementes, a fim de tornar
a sua polpa um ambiente propicio para o desenvolvimento dos microorganismos,
aerébios, como as bactérias acéticas Acetomonas e Acetobacter
(SHAUGHNESSY, 1992, DOELLE, 1969, citado por PEZOA, 1989).

Sem duvida alguma, o aroma predominante em qualquer fermentacio de

cacau & do acido acético, cuja produgdo segue rapidamente a fermentacao
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alcodlica. O substrato dessa reagdo é o alcool etilico que se encontra disponivel
nessa etapa da fermentagao. Dita reagcdo produz uma consideravel quantidade de
energia e € essa atividade a principal responsavel pela elevagéo da temperatura
que algumas vezes pode ultrapassar os 50 °C. E muito provavel que a presenca
do acido aceético cbmbinada com essa elevacdo de temperatura sejam os
responsaveis pela morte das leveduras ja que estas s6 podem ser encontradas
nos primeiros estagios da fermentacéo. As concentragdes de acido factico durante
esta fermentacéo raramente excedem 0,5%, porém as quantidades de &cido

acetico chegam a atingir &s vezes mais de 2% de concentragéo (CARR, 1980).

No que diz respeito ao teor de acidez das améndoas de cacau, existem
diferengas que variam de acordo com o pais produtor. As améndoas de cacau
produzidas no Brasil e na Malasia, por exemplo, tém apresentado teores
excessivos de acidez comparados com améndoas provenientes do leste africano,
por este motivo estas améndoas sdo utilizadas em quantidades limitadas nas
formulagbes. A presenca do &cido acético e lactico seja de forma individual ou em
combinag&o um com o outro tem sido relacionada como a mais importante causa
desta elevada acidez (BIEHL, 1935; LOPEZ, 1983; ROHAN & STEWARD, 1964,
citados por JINAP & DIMICK, 1990). Quando o acido acético e seus esteres,
durante a primeira etapa da fermentagéo das sementes de cacau, s&o absorvidos
em grandes quantidades pelos cotilédones, transmitem ao produto um sabor
acido e desagradavel, este acido é o mais importante relacionado com o cacau
produzido no Brasil, consequentemente o produto sofre restricbes de alguns
mercados importadores (LOPEZ & McDONALD, 1982; PASSOS et al, 1984)

A presenca de acido acético nas améndoas de cacau fermentadas e secas
€ evidente devido ao odor caracteristico que este acido apresenta, normalmente
durante o processo de fabricagcdo de chocolate, como consequéncia da
volatilizacéo deste acido nos tratamentos térmicos que sdo aplicados no cacau, a

maior parte deste é eliminada, € bom lembrar que isto acontece com niveis
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normais de acido acético, porém ndo é o caso do acido lactico, por ser este um
acido néo volatil. A presenca destes acidos faz com que o pH das améndoas
secas diminua e como estas améndoas acidas normalmente apresentam pouco
sabor de chocolate, € possivel que um pH abaixo de 5,0 interfira nas reagdes que

produzem os precursores do sabor (WOOD, 1989)

Uma solugdo possivel para o problema da acidez elevada do cacau
brasileiro € a remogéo de parte da polpa, antes da fermentagéo, para ser utilizada
em outros produtos (geleias, polpa congelada, suco, vinagre e licor de cacau).
Segundo SCHAWN (1996), citado por VASCONCELOS (1999) uma fermentac&o
normal acontece quando existe uma remogao de polpa de até 25% do peso das

sementes frescas.

No Brasil parte da polpa é removida para ser usada em outros produtos.
Tem sido demonstrado que a fermentagédo nestas condigdes, além de sofrer uma
aceleracdo, ocorre de forma normal sempre que a porcentagem de polpa
removida n&o ultrapasse os 23% do peso total. Uma remog¢do superior a esta
porcentagem afetara seriamente o desenvolvimento do processo fermentativo
(LOPEZ, 1985), citado por WOOD, (1989).

A Tabela 6 apresenta os valores de pH e acidez titulavel encontrados por
JINAP & DIMICK (1990) de amostras de améndoas de cacau provenientes de
diferentes paises. As améndoas de acidez elevada s&o caraterizadas por altas
concentragbes de acido acético e lactico, contudo, sé o acido acético tem uma
alta correlagéo entre o pH e a acidez titulavel o que indicaria que este acido é o
responsavel pela alta acidez em améndoas de cacau produzidas por alguns
paises. Pode-se observar que os valores de acidez titulavel para as améndoas de
cacau provenientes do Brasil e da Malasia sdo muito parecidos e chegam a ser
considerados excessivamente altos se comparados com os valores de acidez

apresentados por améndoas de cacau da Costa de Marfim e Ghana. Segundo
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estes autores a elevada acidez encontrada nas améndoas de cacau do Brasil e
da Malésia pode ser atribuida ao grau de fermentacdo e aos métodos de

fermentacao utilizados nestes paises.

Tabela 6. pH e acidez titulavel de améndoas de cacau classificadas segundo o
pais de origem®

Pais pH Acidez titulavel’

Brasil 4,70+0,13 0,198+0,006
Equador 5,59+0,01 0,109+0,001
Venezuela 5,49+0,07 0,12840,040
Guatemala 5,74+0,00 0,083+0,000
Repiiblica Dominicana 5,4610,65 0,136+0,055
Gabon 5,48+0,00 0,128+0,008
Nigeria 5,45+0,01 0,134+0,001
Camardes 5,22+0,20 0,148+0,093
Ghana 5,26+0,13 0,125+0,014
Costa de Marfim 5,32+0,15 0,135+0,020
Malasia 4,89+0,36 0,198+0,052
Indonésia 5,36+0,69 0,130+0,064
lihas Salomon 4,99+0,01 0,165+0,001

@ Cada lote foi analisado em duplicata; media de concentragéo + std. dev.

® meq NaOH/g de amostra.

Fonte: JINAP & DIMICK, 1990.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Matéria-prima

Foram utilizadas améndoas de cacau fermentadas e secas da variedade
“Forastero”, fornecidas pela indUstria processadora de cacau INDECA S. A,

localizada na cidade de Embu, Séo Paulo.

4.1.2. Equipamentos e aparelhos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Frutas, Hortalicas
e Produtos Agculicarados do Departamento de Tecnologia de Alimentos, no
Laboratorio de Fontes Protéicas do Departamento de Nutricdo e no Laboratério
de Analise Sensorial do Departamento de Ciéncia de Alimentos, todos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA), UNICAMP, Campinas, SP.

Os equipamentos usados para o desenvolvimento da pesquisa foram os

seguintes:

- Desintegrador de facas ICMA Tipo Rietz.

- Separador de testa, gérmens e cotilédones de améndoas por fluxo de ar,
fabricado no DTA/FEA/UNICAMP.

- Moinho de cilindros - SUPREMA, com motor de 3hp.

- Moinho de rolos resfriados MAR-GIRIUS CONTINENTAL

- Torrador rotativo elétrico de laboratorio, PROBAT-WERKE.

- Espectrofotometro UV/V BECKMAN, modeio DU-70.

- Micro extrator-destilador do tipo LIKENS & NICKERSON, adaptado a um

destilador de nitrogénio.
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- Cromatografo a Gas VARIAN, modelo 3400 e Integrador Varian, modelo
4400.

- Equipamento de Eletroforese Capilar HEWLETT PACKARD 3D.

- Extrator de gorduras tipo SOXHLET FANEM, modelo 170-1.

- Destilador de Nitrogénio TECNAL, modelo TE-036.

- Bloco digestor de proteinas - TECHNICON - mod. BD-40.
-pH-metro MICRONAL, modelo B-374.

- Mufla ENGRO, modelo 355-L.

- Estufa FANEM, modelo 315-SE.

- Centrifuga FANEM, modelo 204-N

- Balanga semi-analitica METTLER, modelo P 1210.

- Balang¢a analitica digital OERTLING, modelo LA 164.

- Moinho IKA-UNIVERSAL MUHLE M20 Janke &Kunkel

- Determinador de umidade Karl Fisher 701 KFT Titrino METROHM.

- Outros aparelhos e materiais comuns de laboratério e planta piloto.

4.1.3. Reagentes

Os reagentes utilizados nas analises quimicas foram do grau p.a, de

diferentes procedéncias: Merck, Cinética Quimica Ltda., Grupo Quimica, etc.

Os padrées dos principais compostos aromaticos estudados: 2,3,5,6-
tetrametilpirazina; 2,3,5-trimetilpirazina; 2,5-dimetilpirazina; 2,6-dimetilpirazing;
2,3-dimetilpirazina; 2-metilpirazina; etilpirazina e o padréo interno para a

quantificagao: 4-etil piridina, foram da marca Aldrich Chemical Company.
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4.2. Métodos

Foram realizados dois tipos de tratamentos com o objetivo de meihorar o
sabor do cacau. O primeiro destes através do uso da enzima polifenoloxidase E.C
1.1.0.3.1.1, visando uma redugéo dos compostos polifendlicos, e o segundo com
ajuda de um forno elétrico rotativo, sendo que neste equipamento foi realizado o
tratamento térmico apés a torragdo com o objetivo de diminuir o teor de acido
acético ainda presente em concentragdes consideraveis e promover um maior
desenvolvimento de componentes aromaticos. Nestes dois procedimentos a

matéria prima foi processada em forma de “nibs”.

As améndoas de cacau fermentadas e secas seguiram o processamento

descrito no fluxograma da Figura 1.

Quebra
Testa Gémen

A 4 A 4
Torragdo Autoclavagem

Tratamento Térmico

v y

»

Yy
| Analises | | Tratamento Enzimatico |

y
l Analises l

Figura 1. Fluxograma geral do processamento das améndoas de cacau
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4.2.1. Preparo da matéria-prima e analises fisico-quimicas

4.2.1.1. Caracterizagao da Matéria-prima

Foram avaliadas as améndoas de cacau fermentadas e secas através da
prova de corte, procedimento que se baseia na estimagao visual da qualidade a
respeito do grau de fermentacéo, da presenca de améndoas mofadas, danificadas
por insetos, germinadas e achatadas. Este procedimento foi realizado da seguinte
forma: foram cortadas longitudinalmente, com ajuda de um faca, 100 améndoas
de cacau escolhidas de forma aleatoria, conservando-se apenas uma das
metades de cada uma delas. Foram examinadas individualmente cada uma das
cem metades e foram determinadas as porcentagens de améndoas de distintas
categorias de acordo com o método proposto na Resolugdo numero 42 do
Conselho Nacional do Comércio Exterior (CONCEX, 1968), a qual admite a

tolerancia dos seguintes defeitos:

a) améndoas mofadas e danificadas por insetos, total méximo de 4% (contadas e
nao pesadas) e ndo mais de 2% de cada defeito isoladamente, sem que a
soma ultrapasse a tolerancia maxima de 4%;

b) améndoas arddsias, maximo de 2% contadas; e

c) améndoas germinadas, achatadas efou outros defeitos, ndo ultrapassem a

tolerancia maxima de 2% contadas.

4.2.1.2. Preparo dos “nibs’

As améndoas fermentadas e secas foram quebradas num desintegrador de
facas em pedagos menores. Posteriormente os cotilédones fragmentados foram
separados da testa e do gérmen com o auxilio de uma coluna de ar. Os “nibs”
assim separados, foram selecionados por tamanho, através de peneiragem

obtendo-se as fragbes entre 2 e 6 mm. Os fragmentos menores de 2mm de
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diametro foram eliminados e os maiores de 6 mm foram novamente submetidos a
desintegracdo e separacgao.

4.2.1.3. Caracteristicas fisicas e quimicas da massa de cacau

Foi realizada uma moagem dos “nibs” para obter o liquor ou massa de
cacau mediante o uso de um moinho de cilindros resfriado. As caracteristicas

fisicas e quimicas determinadas foram as seguintes:

- Teor de umidade - método 14.004 da AOAC (1984)

- pH - método 13.010 da AOAC - OICC (1984)

- Acidez total titulavel - normas analiticas do instituto Adolfo Lutz (1976)

- Teor de proteina - método 13.011 da AOAC (1984)

- Teor de gordura - método 13.012 da AOAC - OICC (1984)

- Teor de cinzas - método 13.013 da AOAC - OICC (1984)

- Teor de cafeina e teobromina - método 980.14 da AOAC (1984)

- Porcentagem de cascas, gérmen e cotilédone das améndoas: foi
quantificado o teor médio de cotilédones, testa e gérmens das améndoas de
cacau através da pesagem de 100 gramas de améndoas e a separagdo manual

das fragbes as quais foram pesadas. Esta quantificag&o foi realizada em triplicata.

4.2.1.4. Torragao dos “nibs” de cacau

A torragdo foi realizada num forno elétrico rotativo munido de um
controlador de temperatura digital de alta preciséo. Esta operacgéo foi conduzida
em lotes de 250 g Apds a torragdo os “nibs” foram imediatamente resfriados
através de passagem de ar forcado, em bandeja perfurada, no préprio torrador. As
condigdes desta operagdo foram adjustadas a temperatura de 150 °C na camisa
de aquecimento deste torrador, e o tempo de permanéncia de 38 minutos.

Segundo FADINI, (1998) os atributos de sabor obtidos durante a torragdo de
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“nibs” em forno elétrico rotativo nestas condi¢des, apresentam melhores
resultados permitindo um maior desenvolvimento do potencial aromético do

cacau.

4.2.2. Tratamento térmico apés a torragdao

Para a realizagdo do tratamento térmico apds torracdo através do uso do

forno elétrico rotativo, a matéria prima utilizada foram “nibs” de cacau torrados.

4.2.2.1. Planejamento experimental

O experimento utilizado foi o fatorial completo (2%) de acordo planejamento
central composto rotacional (DCCR) com 2 fatores ou varidveis independentes
(BARROS NETO et al, 1995). O planejamento para dois fatores contém um
minimo de 2" +2n +2 pontos ou experimentos, onde n € correspondente ao
nuamero de variaveis. Os experimentos definidos por estes pontos compreendem
2" pontos para um modelo fatorial completo (combinando niveis de +1 e -1), dois
pontos axiais ou estrela em cada eixo, com distancia igual do centro a cada
vértice (um com nivel em -a e 0 outro em +a. valores minimo e maximo), e um ou
mais centrais (nivel zero). O valor de alfa depende do numero de pontos do
modelo fatorial (F) e do numero de fatores (n), sendo calculada a equagéo: o=

(F)"* = (2")*; neste caso, com 2 variaveis (2°) *=*V4=1,41.

Neste trabalho, o nimero de ensaios do experimento foi igual a 11 sendo 4
fatoriais, 4 axiais e 3 repeticbes do ponto central. As varidveis independentes
foram temperatura e tempo. Os niveis das variaveis tem seus valores apresentado
na Tabela 7. A temperatura usada compreende a faixa de 50-75 °C, temperaturas
intermediarias entre a temperatura de secagem e temperatura de torragdo. A
respeito da variavel tempo, o intervalo entre 20 e 90 minutos foi utilizado para a

realizagdo dos ensaios. As variaveis dependentes (respostas) para avaliar os
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ensaios realizados com “nibs” foram: gquantidade de acido acético, aglcares

redutores, grupo amino-terminal € comportamento do perfil aromatico.

Tabela 7.. Variaveis e niveis de variacdo utilizados no tratamento térmico apés
torracao.

NIVEIS
VARIAVEIS = X 0 re o
X; =TEMPO 55 20 55 90 104,5
Xo= TEMPERATURA 44,8 50 62,5 75 80,2

Os valores codificados e reais das duas varidveis utilizadas no

planejamento estatistico dos experimentos séo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Planejamento experimental para 2 variaveis independentes.

Valores codificados Valores reais
Ensaios (x1) X2 Tempo (min)  Temperatura (°C)
1 -1 -1 20 50,0
2 +1 -1 90 50,0
3 -1 +1 20 75,0
4 +1 +1 90 75,0
5 -1,41 0] 55 62,5
6 +1,41 0 104.,5 62,5
7 0 -1,41 55 448
8 0 +1,41 55 80,8
9 0 0 55 62,5
10 0 0 55 62,5
11 0 0 55 62,5

4.2.2.2. Determinagao de acido acético

O preparo das amostras para a quantificagdo de acido acético, no cacau
torrado e tratado térmicamente, foi realizado da seguinte forma: os “nibs”, apds o
tratamento, foram finamente moidos até a obténg:éo de liquor de cacau. Uma
amostra de 25 g deste liquor foi levada a destilagdo com 30 g de cloreto de sédio
e 100 ml de agua. Coletaram-se 50 ml do destilado e aliquotas deste foram
fitradas através de membrana Millipore (tamanho de poro de 0,22 um). A
quantificagdo foi realizada num equipamento de Eletroforese Capilar HP 3D,

provido de capilar de silica fundida de 64,5 cm de comprimento e 50 um de
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diametro interno. A analise foi conduzida com tampéao para acidos organicos da
HP, e a injecdo, de amostra, foi realizada sob pressao de 50 mBar, durante 4 s.
Foi construida uma curva com concentracbes distintas de acido acético que

variaram na faixa de 3 a 7ul/ml.

4.2.2.3. Determinagdo de acgucares redutores

A determinagdo de agucares redutores nas amostras de cacau tratadas
termicamente foi realizada pela reacdo com o &cido dinitro salicilico (DNSA)
segundo a metodologia, descrita por CHAPLIN & KENNEDY (1986).

A extragdo dos agucares redutores foi realizada com 10 ml de agua a partir
de 0,1 g de cacau integral. Para a quantificagdo dos agtcares redutores foram
retiradas aliquotas de 0,5 ml do extrato e depois misturados com 5 ml de reagente
(DNSA). Esta mistura foi aquecida a 100 °C durante 10 min e apds este tempo a
mistura foi resfriada até temperatura ambiente com ajuda de um banho de gelo.
Finalmente a absorbancia da mistura foi lida a 570 nm. Para a quantificagéao foi
construida uma curva com concentragbes diferentes de glucose (5; 10; 15; 20

mg/ml).

4.2.2.4. Determinagao de grupo amino-terminal

A extracdo de grupos amino-terminal nas amostras de cacau tratadas

termicamente foi realizada seguindo a metodologia, descrita por MURTHY (1997).

Uma amostra de 0,1 g de cacau integral foi extraida com 10 ml de uma
mistura de acido acético 0,1 M; acetato de sodio 0,1 M e acido tricloroacético 0,1
M, apés 16 horas de permanéncia a 20°C. O extrato foi centrifugado a 3397 g
durante 15 min, finalmente o extrato foi filtrado. A quantificacdo adaptada de
CHURCH et al, (1985) foi realizada a partir de uma aliquota de 0,1 mi do extrato
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filtrado que foi misturada com 0,9 ml de uma mistura de acido acético 0,1 M;
acetato de so6dio 0,1 M e acido tricloroacético 0,1 M junto com 4mi de reagemte
PDA (tetraborato 0,1 M; duodecil sulfato de sédio 20%; o-ftaldialdeido). Apds
tempo de permanéncia de 10 min realizou-se a leitura de absorbancia a 340 nm.
A curva padréo utilizada para a quantificagdo de grupos amino-terminal, foi
construida com concentragdes diferentes de acido amino acético (1,5; 3,0; 6,0;
9,0; 12,5; 15ug/ml).

4.2.2.5. Analise cromatografica dos componentes volateis

4.2.2.5.1. Extragdo dos volateis

A extracdo dos componentes volateis foi realizada através de um

microdestilador do tipo LIKENS & NICKERSON (Figura 2) acoplado a um
destilador por arrastre de vapor, descrito por ZAMALLOA (1994).

=% Agua refrigerada -8°C

Baldo com solvente

Balao com amostra

Figura 2. Micro extrator-destilador do tipo Likens & Nickerson, acoplado a um
destilador por arraste de vapor
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No baldo tipo Kjedhal do destilador por arrastre de vapor (A) foram
colocados 30 g de amostra, 10 g de NaCl e 20 mi de &gua destilada. O vapor,
produzido pelo aquecimento de dgua destilada através de uma resisténcia elétrica
(L), que passava pelo baléo tipo Kjedhal tinha por objetivo arrastar os compostos

volateis da amostra para o micro-extrator.

Na camara do micro-extrator (G) foi colocado 1,5 ml de agua destilada e
depois solvente de extragdo (mistura de n-pentano e éter-etilico 2:1 viv) até
alcancar o nivel de refluxo (F), a coluna de condensagdo do micro-extrator foi
continuamente resfriada por uma solugdo 4&lcoolfagua (1:2), ajustada a
temperatura de -6 °C, permitindo assim a condensacgéo dos vapores de agua que
continham os componentes volateis. Em seguida a fase aquosa foi separada do
solvente por diferenca de densidade na camara do micro-extrator e o excesso de
solvente contendo os componentes volateis foi recolhido, através do ramal (E),
num baldo com solvente (B) acoplado ao extrator que era aquecido
separadamente até atingir uma ebuligdo moderada (40-45 °C), concentrando
assim o extrato final que continha os componentes volateis (1mi). As aliquotas do
extrato obtido foram injetadas diretamente no cromatdgrafo gasoso, apds sua
desidratacdo com sulfato de potéassio.

Foram realizadas duas extragcdes para cada amostra de cacau estudada,
sendo que para cada extrato de componentes volateis foram realizadas duas

injegbes no cromatégrafo.

4.2.2.5.2. Separacdo, identificacio e dosagem de alquilpirazinas por

cromatografia gasosa

Os componentes volateis de 12 amostras de cacau torradas e tratadas

termicamente foram analisados por cromatografia gasosa.
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Para a separagdo e posterior quantificagdo dos derivados pirazinicos
estudados em cada amostra de cacau tratado, utilizou-se um cromatégrafo da
marca VARIAN, modelo 3400, equipado com um detetor de ionizagcdo de chama,
acoplado a um integrador da marca VARIAN, modelo 4400.

As condi¢cdes de analises em coluna capilar de silica fundida de 30m de
comprimento e 0,248 mm de didmetro interno, com fase liquida D.B. WAX, foram
as seguintes:

- Gas de arraste: hidrogénio, com fluxo de 1ml/min e press&o de 8 psi.

- “Make up” - nitrogénio: 29 mi/min

- Fluxo de hidrogénio no detetor: 30ml/min

- Ar sintético no detetor: 300 mi/min

- Temperatura do detetor: 250° C

- Temperatura do injetor: 230 °C

- Volume injetado da amostra: 5 pl

- Tipo de injegdo: “Splitless” de Grobs

- Periodo do “Splitiess”: 0,40 min

- Solvente n-Pentano e Eter Etilico (2:1 v/v)

- Programacao de temperatura:

inicial: 50 °C final: 100 °C gradiente de temperatura: 2 °C

inicial: 100 °C final: 210 °C gradiente de temperatura: 10 °C

Para cada amostra injetada foram quantificados, individuaimente, 7
compostos volateis, os quais foram: 2-metilpirazina; 2,5-dimetilpirazina; 2,6-
dimetilpirazina; etilpirazina; 2,3-dimetilpirazina; 2,3,5-trimetilpirazina e 2,3,5,6-
tetrametilpirazina. A identificagdo das metilpirazinas foi através do uso de seus
respectivos padrdes e os calculos de suas concentragdes foram realizados com o

uso da adigdo da 4 etilpiridina como padrdo interno ao extrato aromatico

concentrado até 1ml.
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A equacéo utilizada na determinagdo da concentragdo de cada pirazina foi

a seguinte:

ug de pirazina = Ap x Cr x Mpi / Api

Sendo:

Ap = area do pico da alquilpirazina na amostra

Api = area do pico do padrdo interno na amostra

Cr = coeficiente de resposta da alquilpirazina relativa ao padrao interno

Mpi = massa do padréo interno em pg

4.2.3. Tratamento enzimatico

Foi estudada a redugdo de substancias polifendlicas, utilizando a
polifenoloxidase E.C 1.1.0.3.1.1.; parcialmente purificada através da precipitacéo
com (NH.).SO4 e dialise, extraida da polpa de pinha (Annona squamosa L.) com
pH e temperatura étima de 6,5 e 20 °C respectivamente. O tratamento com
polifenoloxidase foi realizado em “nibs”, autoclavados (121 °C, 15 min.) e em
“nibs” n&o autoclavados. Para o tratamento enzimatico, 50 g de “nibs” para cada
replicata, foram embebidos em 25 ml de uma solucdo da enzima contendo
200U/mi/min, durante 30, 60, 90, 150, 210 e 360 minutos, a 23 °C e pH 6. Foi feita
uma homogenizagéo dos “nibs” com a solugdo de enzima cada 15 min. Os “nibs”
foram secos e moidos para depois serem desengordurados. Foram realizadas as
seguintes analises, no pé de cacau desengordurado: fendis totais, taninos, flavan-
3-ois e antocianidinas. O tratamento enzimético para cada tempo definido foi feito
em replicata e as andlises em ftriplicata para cada replicata.
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4.2.3.1. Determinacdo de fenois totais

A extragdo dos fendis foi realizada segundo a metodologia, modificada,
descrita por BARTOLOME et al, 1995. “nibs” finamente moidos foram
desengordurados com Hexano. Aliquotas de pé desengordurado e seco (1 g)
foram pesadas e extraidas com 15 ml de uma solugéo de acetonalagua (70:30)
refrigerada a 4 °C com agitagéo durante 20 min e finalmente centrifugadas 10 min
a 2942 g Aliquotas de 0,5 ml do sobrenadante foram completadas com 0,5 mi de
agua e submetidas a determinag&o. A quantificagéo de fendbis totais foi realizada
de acordo com metodologia, descrita por PRICE & BUTLER, 1977, para tanto,
foram adicionados 3 ml de uma solugdo de FeNH4(S0,), 0,10 Mem HCI 0,10 M a
aliquota do extrato (1 ml) e submetidos a agitagéo, 20 min. Logo depois foram
adicionados 3 ml de uma solugéo de KsFe(CN)s 0,008 M, finalmente 20 minutos
depois da adi¢éo do ultimo reagente foi lida a absorbancia a 720 nm (VIS). Para a
quantificagdo dos fendis foi construida uma curva com diferentes concentracdes
de acido tanico (0,03; 0,05; 0,07; 0,09 mg/mi)

4.2.3.2. Determinacgéo de taninos

Para a extracdo de taninos aliquotas de 0,05 g de pd de cacau
desengordurado foram pesadas e extraidas em 4 etapas com MeOH 50%, a
primeira etapa da extragdo foi conduzida com 2 ml de MeOH 50% com agitacdo
durante 8 min, a segunda etapa foi realizada num banho de agua a 80-85 °C
também com 2 mi de MeOH 50% sem agitacdo com tempo de permanéncia de 8
min, a terceira etapa foi idéntica a segunda e a quarta etapa foi realizada com
adi¢éo de 4 ml de MeOH 50% nas mesmas condi¢des das anteriores. Ao final do
processo de extracdo foram obtidos 10 ml de extrato. A quantificagio foi realizada
seguindo a metodologia descrita por HAGERMAN & BUTLER, 1978, para tanto
foram adicionados 2ml de uma solugdo de albumina bovina sérica em uma

concentragdo de 1mg/mi, preparada com buffer (acido acético 0, 2 M; Na CI 0,17
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M, com pH ajustado a 4,9) a um 1ml do extrato alcodlico, apés um tempo de
permanéncia de 24 h a 4 °C a mistura foi centrifugada durante 15 min a 3397 g, o
sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi redisolvido em 4 ml de SDS/TEA.
Finalmente foi adicionado 1 ml de FeCl; ( FeCl; 0,01 M em HCI 0,01 M) e apéds 15
min foi lida a absorbancia a 510 nm. Para a quantificagdo utilizou-se uma curva
construida com diferentes concentragbes de acido tanico (0,15; 0,225; 0,375;
0,525 e 0,675 mg/ml).

4.2.3.3. Determinagao de flavan-3-ois

Esta determinacdo foi conduzida seguindo a metodologia, modificada,
descrita por MAILLARD et a/, 1996. Para a quantificagéo de flavan-3-ois aliquotas
de p6 desengordurado e seco de 0,025 g foram extraidas 4 vezes, durante 10 min
com 10 ml de MeOH em cada extragdo. Todos os extratos reunidos foram filtrados
através de papel filtro e o filtrado evaporado até secura. O residuo foi dissolvido
em 5 ml de agua e 5 ml de sulfato de amdnia (400g/L). Esta mistura foi acidificada
até pH 3 com &cido metafosférico (200g/ml) e com a ajuda de um funil de
separagéo realizou-se 3 extragbes com 10 ml de acetato de etila em cada
extracdo. Os 30 ml recuperados da extragcio foram evaporados até secura e
posteriormente o residuo foi dissolvido em 15 ml de MeOH. Finalmente foi lida a
absorbéancia a 280 nm (UV). Para a quantificac3o utilizou-se uma curva construida
com diferentes concentragbes de (+)catequina (0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8
mg/mi)

4.2.3.4. Determinagao de antocianidinas

A determinacéo foi realizada seguindo a metodologia, modificada, descrita
por Oszmianski & Sapis, (1988); em Wilska-Jeszka & Koren, (1996). Para a
extracdo e quantificagdo de antocianidina 0,05 g de pé desengordurado e seco
foram extraidos 4 vezes com 2,5 ml de uma solugcdo de HCI 1,5 N e etanol
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absoluto (85:15) com agitagdo durante 3 min em cada extracdo e finalmente
centrifugacéo durante 5 min a 3397 g O total dos sobrenadantes (10 mi) foram
recolhidos num bequer e evaporados até secura, sendo que o residuo foi
dissolvido em 5 ml de etanol e lido a 535 e 460 nm (VIS). Os resultados sao

expressos em unidades de Abs.

4.2.3.5. Analise sensorial

Para a avaliagdo sensorial da amostra tratada enzimaticamente que
apresentou melhores resultados nas quantificagbes analiticas, foi preparada uma
formulag&o contendo 65 % de liquor e 38% de sacarose. O liquor de cacau foi

obtido a partir dos “nibs” tratados, secos e torrados.

O refino foi realizado em um moinho de trés cilindros, resfriados, com o
minimo espacamento possivel entre estes. A amostra foi cilindrada varias vezes

até a obtencdo de uma massa refinada.

A amostra foi colocada em um becker e com ajuda de um banho maria
manteve-se a temperatura a 60 °C com um agitador ligado durante
aproximadamente 8 horas. Apos este tratamento que utilizou temperatura da
operagdo de conchagem foi realizada a etapa de temperagem até uma
temperatura de 30 °C, posteriormente as amostras foram moldadas e finalmente

apos o resfriamento desmoldadas.

Foram realizadas duas anélises sensoriais, a primeira, com o uso de uma
ficha de diferenca do controle (Figura 3), conduzida com objetivo de analisar a
existéncia de uma diferenga entre a amostra tratada enzimaticamente e a amostra
n&o tratada. Esta Ultima amostra foi utilizada como padréo no teste. Na segunda
analise sensorial, foram utilizadas as mesmas amostras (tratada e nao tratada),

avaliadas através de uma ficha com escala hedonica de 9 pontos (Figura 4).
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NOME: DATA:

Vocé esta recebendo uma amostra padrdo (P) e 2 amostras codificadas de chocolate
“meio amargo”, por favor, prove a amostra padrdo e em seguida prove cada uma das
amostras codificadas e avalie na escala abaixo o quanto cada amostra codificada
difere em termos globais de sabor, da amostra padrao.

0 Nenhuma diferenca

; Ligeiramente diferente
i Regulammente diferente
g Muito diferente

; Extremamente diferente

AMOSTRA GRAU DE DIFERENCA

Figura 3. Ficha utilizada na analise sensorial
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NOME: DATA:

1 — Vocé estéa recebendo 2 amostras codificadas de chocolate “meio amargo”, por
favor, prove cada uma das amostras e utilize a escala abaixo para expressar o
quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra em termos globais de sabor.

9 Gostei muitissimo

8 Gostei muito

7 Gostei moderadamente

6 Gostei ligeiramente

5 Nem gostei nem desgostei
4 Desgostei ligeiramente

3 Desgostei moderadamente
2 Desgostei muito

1 Desgostei muitissimo

AMOSTRA VALOR

2 - Agora, por favor, comente 0 que vocé mais gostou e menos gostou em relacdo
ao sabor de cada uma das amostras.

AMOSTRA MAIS GOSTElI MENOS GOSTEI

Figura 4. Ficha utilizada na andlise sensorial

4.2.4. Analises estatisticas
Os dados dos testes sensoriais e da composi¢ao quimica, foram analisados

estatisticamente, por Analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o pacote

estatistico SAS (Statistical Analysis System).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagdo da matéria-prima

5.1.1. Prova de corte

A Tabela 9 apresenta os resultados da prova de corte realizada para a
caracterizagdo da matéria-prima. Esta prova foi conduzida em triplicata
considerando 100 améndoas em cada prova. Nos aspectos considerados para a
avaliacdo (ardosias, germinadas, mofadas e achatadas), as améndoas
analisadas, para serem utilizadas no trabalho, encontraram-se dentro das
especificagdes do CONCEX, 1968.

Tabela 9. Resultados da prova de corte*

Defeitos N° de améndoas
Ardésias
Germinadas
Mofadas
Danificadas por insetos
Achatadas
Pouco fermentadas
* 98,5 g, peso médio de 100 améndoas

Nowoo-

A quantidade elevada de améndoas pouco fermentadas (violetas), esta
presente em uma grande porcentagem do cacau que atualmente estd sendo
comercializado no Brasil, segundo os préprios comercializadores do produto. A
falta de controle do processo de fermentacdo, que é realizado nas fazendas, é
apontado como responsavel por este numero elevado de améndoas de cor

violeta.

Segundo HANCOCK (1988), na pratica nenhuma fermentagéo é uniforme e
como uma fermentag&o excessiva traz consigo a perda tanto da intensidade como

da qualidade do sabor, o grau ideal de fermentacéo que deve ser o resultado da
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prova de corte é de 70 a 80% de améndoas totalmente fermentadas e de 20 a
30% de améndoas de cor parcialmente marrom e parcialmente violeta. As
améndoas de cor totalmente violeta contém concentragées elevadas de
antocianinas, compostos que foram liberados das células pigmentadas devido a
fermentac@o acética, mas que posteriormente tém sofrido poucas transformacdes
quimicas. A presenca delas compromete o sabor do cacau acentuando a

adstringéncia.

5.1.2. Anadlises fisico-quimicas

A Tabela 10 apresenta os resuitados da caracterizagéo quimica dos “nibs”

de cacau utilizados neste trabalho.

Tabela 10. Composigcdo quimica dos “nibs” de cacau

COMPOSTOS PORCENTAGEM
Proteina 13,60
Fibras 5,54
Lipidios 53,65
Umidade 7,20
Cinzas 2,82
Teobromina 1,06
Caféina 0,17
Outros componentes’ 15,96

! “outros componentes” representa o teor calculado por diferenca, que inclui compostos tais como
carboidratos, acidos, taninos, etc.

Pode-se observar que o cacau tem como principais componentes a gordura
e as proteinas, quando os resultados obtidos sdo comparados com os citados na
literatura por MINIFIE (1970), é possivel observar diferencas entre os teores de
lipidios e proteinas encontrados no estudo e os teores relatados na literatura,
diferengas que podem estar relacionadas com inimeras variaveis, como regido de
cultivo, pré-tratamentos realizados e variedade do fruto entre outros, no entanto o

teor de cinzas é praticamente igual nos dois casos.
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A Tabela 11 apresenta a composi¢do fisica das améndoas de cacau
utilizadas no estudo, os resultados desta determinagdo encontram-se dentro dos
valores medios relatados por ZAMALLOA (1994). Ap6s a separacdo da testa e do
gérmen o rendimento em “nibs”, adequados para a torracdo, ficou em torno de
75% do peso inicial das améndoas.

Tabela 11. Composigdo fisica da améndoa integral de cacau

Componentes %
Cotilédone 84,50
Gérmen 0,91
Testa 14,59

5.2. Torragao

A temperatura da camisa de aquecimento do forno elétrico utilizado para a
torragao dos “nibs’ foi de 150 °C, permanecendo constante durante todo o
processo. Paralelamente, o perfil de temperatura interna da cavidade do forno foi
medida com ajuda de um termopar, ao longo do processo de torragéo. O perfil
médio de temperatura, do interior da cavidade do fomo estéd apresentado na
Figura 5. Pode-se observar uma boa reprodutibilidade do equipamento durante a

torrac&o, o que garantiu uma homogeneidade entre os lotes torrados.

A maxima temperatura atingida na cavidade de torragéo, apés 38 minutos
de tratamento foi de 150 °C. Pode-se observar que a temperatura dentro da
cavidade antes da introdugéo dos “nibs” foi de 136 °C e uma vez estes colocados,
a temperatura caiu rapidamente até 61 °C no primeiro minuto de torragédo, subindo

novamente até atingir o maximo ja mencionado.
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Figura 5. Valores médios de temperatura na camisa de aquecimento e dentro da
cavidade do forno elétrico rotativo, durante o processo de torragdo de “nibs” de
cacau. ® temperatura da camisa, — temperatura da cavidade.

5.3. Tratamento térmico apds torragao

Seguindo as condigbes de tempo e temperatura determinadas pelo
planejamento experimental (Tabela 8), foram realizados 11 ensaios do tratamento
térmico apés a torragdo dos “nibs”. Acompanhando os tratamentos foi obtido o
perfil médio de temperatura na cavidade interna do torrador elétrico rotativo.
Foram feitas quatro torragbes de 250 g para cada ensaio. Para garantir a
reprodutibilidade destes ensaios foram controladas a temperatura da camisa de

aquecimento e da cavidade interna do forno elétrico rotativo.

As figuras apresentando os perfis de temperatura da cavidade de torracéo,
registradas no torrador elétrico rotativo, foram divididas segundo as temperaturas
utilizadas durante o tratamento (Tabela 8), excetuando os tratamentos 7 e 8 que
foram colocados em uma mesma figura por terem o mesmo tempo de tratamento

(55 min). Todos estes dados estédo apresentados na Figura 6.
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A Figura 6a apresenta o perfil de temperaturas utilizadas para os ensaios 1

e 2 com temperatura fixada em 50 °C (camisa de aquecimento).

a) Ensaios 1e 2

b) Ensaios 3 e 4
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Figura 6. Perfil médio de temperaturas na camisa de aquecimento e na cavidade
interna do torrador nos ensaios do tratamento térmico apds torragao

Observa-se que nos ensaios 1

temperaturas, tanto interna (cavidade)

e 2 existe uma uniformidade nas

como na externa (camisa), utilizadas

durante estes tratamentos térmicos, no entanto, no caso do tratamento 2, a partir

do minuto 25, ap6és um aumento de

temperatura constante, esta tende a

estabiliza¢&o, continuando assim até o final do ensaio.

Na Figura 6b estdo apresentados
ensaios 3 e 4, estes foram realizados

aquecimento em 75 °C.
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Como aconteceu nos ensaios anteriores (Figura 6a) o comportamento das
temperaturas (camisa e cavidade) nos ensaios 3 e 4 foi uniforme e constante, no
caso do ensaio 4, apés um aumento constante de temperatura até os 33 primeiros
minutos de tratamento, existe uma tendéncia a estabilizagdo, permanecendo

assim até o final do experimento.

A Figura 6¢ apresenta os perfis médios de temperatura dos ensaios 5, 6, 9,
10 e 11, sendo que os trés ultimos fazem parte dos pontos centrais do

planejamento experimental.

Para complementar os dados, perfis médios de temperaturas (camisa e
cavidade) utilizadas nos tratamentos térmicos, sdo apresentados na Figura 6d

que contem os dados dos ensaios 7 e 8.

Acompanhando os perfis de temperatura (interna e externa) dos ensaios
anteriores, a evolugao das temperaturas nos ensaios 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11 tem um
comportamento similar ndo apresentando alteracbes bruscas no decorrer do
experimento, é interessante observar que para 0s casos em que OS ensaios
ultrapassaram 30 minutos de tratamento existe uma tendéncia a estabilizagdo da

temperatura.

Apds os ensaios realizados com os “nibs” de cacau, foram realizadas as
andlises para a quantificagdo das variaveis dependentes: acido acético, agucares

redutores, grupo amino-terminal e sete compostos aromaticos (pirazinas).

Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados das analises de acido
acético, agucares redutores e grupo amino-terminal presentes nos “nibs” de cacau
cru, torrado e também dos “nibs” tratados termicamente seguindo o planejamento

experimental.
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Tabela 12. Valores médios de acido acético, aglicares redutores e grupo amino-
terminal em “nibs” torrados e tratados termicamente.

Ensaio Tempo Temperatura Acido Agucares Grupo
(min) (°C) acético redutores amino-terminal
_(9/100g) (mg/g) (ma/g)

1 20 50 0,86 2,14 20,65

2 90 50 0,77 1,81 18,06

3 20 75 0,84 2,00 19,34

4 90 75 0,73 1,96 18,39

5 5,5 62,5 0,88 1,90 19,86

6 104,5 62,5 0,74 1,88 17,60

7 55 448 0,88 1,86 17,68

8 55 80,8 0,75 1,77 18,07

9 55 62,5 0,79 2,05 19,42

10 55 62,5 0,81 2,06 19,58

11 55 62,5 0,80 2,03 20,15
Cru 0,97 2,91 24,14
Torrado 38 150 0,89 2,20 20,52

A influéncia das varidveis independentes (tempo e temperatura) sobre o
teor de acido acético, agucares redutores e grupo amino-terminal dos 11
experimentos foi analisada estatisticamente através do ajuste de superficies de

resposta. Os resultados obtidos nesta analise estio apresentados na Tabela 13.

Como pode ser observado na Tabela 13, existe um efeito linear
significativo (p<0,05) das variaveis tempo e temperatura sobre o teor de &cido
acético. Os valores negativos dos parametros que representam os efeitos lineares
de tempo e temperatura indicam que o aumento dessas variaveis, dentro das
faixas estudadas neste trabalho, contribui para a diminuicdo do teor de acido

acético.
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Tabela 13. Estimativa dos efeitos e coeficientes das regressdes do conteudo de
acido acético, agucares redutores e grupo amino-terminal, em fungéo do tempo e
temperatura de tratamento térmico apds torracéo.

Variaveis Fator Efeito Coeficiente Erro p
dependentes padrdao
Int. principal' 0,80000 0,80000 0,00577 0,00005
tempo (L) -0,09949 -0,04974 0,00353 0,00501
ac. acético tempo (Q) 0,00375 0,00187 0,00420 0,69949

Temperatura (L) -0,06096 -0,03048 0,00353 0,01318
Temperatura (Q) 0,00875 0,00437 0,00420 0,40768

txT -0,01000 -0,00500 0,00500 0,42265
Int. principal’ 2.04666 2,04666 0,00881 0,00001
tempo (L) -0,09957 -0,04978 0,00540 0,01156
acucares tempo (Q) -0,09416 -0,04708 0,00642 0,01813

redutores Temperatura (L) -0,02932 -0,01466 0,00540 0,11314
Temperatura (Q) -0,16916 -0,08458 0,00642 0,00572

txT 0,14500 0,07250 0,00763 0,01091

Int. principal’ 19,7166 19,7166  0,22163 0,00012

tempo (L) -1,6840 -0,8420 0,13566 0,02498

grupo tempo (Q) -0,5829 -0,2914 0,16147 0,21283
amino-terminal Temperatura (L) -0,1071 -0,0535 0,13566 0,73112
Temperatura (Q) -1,4379 -0,7189 0,16147 0,04691

txT 0,8200 0,4100 0,19185 0,16606

" Interagdo principal
L = Efeito linear
Q = Efeito quadratico

Observa-se na mesma tabela que os efeitos linear e quadratico da variavel
tempo e quadratico da temperatura tanto quanto a interagéo das duas tém uma
influéncia significativa sobre a diminuigdo dos teores de agucares redutores nos
“nibs” de cacau. O efeito negativo sobre a varidvel dependente indica que um
aumento das variaveis tempo e temperatura implicam em uma diminuicdo da

concentracdo de acgucares redutores no “nib” de cacau.

Analisando o caso do grupo amino-terminal, pode-se observar que o efeito
linear da variavel tempo e o efeito quadratico da variavel temperatura influem
significativamente (p<0,05) sobre a diminuigdo do grupo amino-terminal. Como
acontece com os outros dois parametros estudados, o valor negativo do
coeficiente indica que o aumento das variaveis (tempo e temperatura) contribui

para a diminuigdo do grupo amino-terminal nos “nibs” de cacau.
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REINECCIUS ef a/ (1972) mostraram que a concentrac3o total de agucares
redutores e de aminoacidos livres, em améndoas de cacau, é reduzida durante a
torracéo, as reagbes que envolvem estes componentes da améndoa de cacau
durante o aquecimento ddo origem a compostos que fazem parte do sabor
caracteristico de chocolate. ADRIAN (1973) citou que a reacdo entre um agucar
redutor puro e o &cido glutamico puro ou a fenilalanina pura, deu origem a um
sabor de chocolate, e a reagdo entre um aclcar redutor puro e a valina deu

origem a um sabor de chocolate agtcarado.

Os resultados obtidos no tratamento térmico aplicado apds a torracao,
sugerem que as reacg0es estudadas por varios pesquisadores, continuam a
acontecer mesmo em temperaturas menores as normalmente utilizadas no
processo de torragdo. Com isso, compostos aromaticos desejaveis estariam
sendo produzidos, enriquecendo a fragio aromatica do cacau, sem a necessidade
de se utilizar temperaturas elevadas ou tempos muito longos, os que poderiam
produzir compostos aromaticos, alterando o sabor caracteristico de chocolate e

comprometendo sua qualidade.
Excluindo os parametros nao significativos (p>0,05) de cada modelo, novos
modelos foram ajustados para cada uma das variaveis resposta. A Tabela 14

apresenta os novos modelos ajustados para cada resposta.

Tabela 14. Modelos ajustados para as respostas.

Respostas Modelo R® p
acido acético 1,034 - 0,001t - 0,002T 0,92 0,210
acucares redutores 2,391 - 0,01t - 0,00002 - 0,0001T? + 0,0002tT 0,64 0,018
_grupo amino-terminal 20,58 - 0,024t - 0,000067T> 0,83 0,260

! valor p associado ao teste F para falta de ajuste

Observa-se na Tabela 14 que os modelos ajustados para o teor de acido
acético, agucares redutores e grupo amino-terminal, apresentam coeficientes de
determinac&o da regressdo de 92, 64 e 83% respectivamente. Os coeficientes de

regresséo para os modelos preditivos de Acido acético e grupo amino-terminal
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s&o bastante altos. No caso do coeficiente para o modelo preditivo de agucares
redutores, a falta de ajuste é significativa (p = 0,018), isto pode ser devido a

outros fatores n&o controlados, que influem no comportamento destes agucares

durante o aquecimento.

As superficies de resposta ajustadas para o &cido acético, agucares

redutores e para o grupo amino-terminal, sdo apresentadas nas Figuras 7, 8 e 9

respectivamente.
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Figura 7. Superficie de resposta e gréfico de contorno para o &cido acético
(g/100g), a) superficie de resposta, b) grafico de contorno.
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As perdas do acido acético (Figura 7), nas condigcbes do experimento,
comecam a se mostrar significativas a partir dos 40 minutos a 85 °C, onde se
pode apreciar ja uma perda de mais de 12% (0,10g). Se mantemos a temperatura
a 85 °C e prolongamos o tempo por 95 min, a redugéo do acido em questio atinge
0s 21% (0,18g) e ainda pode-se observar uma diminuicdo deste acido de 25%
(0,22g), quando s&o ultrapassados os 115 min de tratamento, tempo que nao
pode ser considerado demasiado prolongado, se pensamos nos longos
tratamentos de conchagem que s&o realizados, entre outros objetivos, para

reduzir este acido e desenvolver o sabor.

Pode-se observar através da superficie de resposta correspondente ao
resultado de &cido acético (Figura 7), que com temperaturas amenas de
tratamento térmico adicional, entre 70 e 80 °C, faixa utilizada normalmente na
operacao de conchagem e tempos entre 62 e 85 min, é possivel reduzir a
concentragdo do acido acético na ordem de 12 a 16% (0,10-0,14g). Deve-se
ressaltar que na operagdo de conchagem do liquor de cacau as perdas do acido
acetico relatadas s&o da ordem de 15% em 12 horas de operagédo (LEY, 1988)

Observando a Figura 8, é possivel perceber que a partir dos 55 °C e 60 min
de tratamento comeca a se verificar uma diminuigdo significativa dos agucares
redutores de mais de 10% (0,22mg), a qual é intensificada consideravelmente
quando o tempo de tratamento atinge 95 min, onde a redugdo de aglcares
redutores chega a 17% (0,37mg). A diminuigdo de aglicares redutores, torna-se
cada vez mais significativa na medida em que o tempo e/ou a temperatura sdo
aumentados, atingindo uma diminuicdo de mais de 33% (0,72mg) no tratamento a
40 °C durante 115 min. Este consumo durante o tratamento térmico adicional € um
indicador de que nessas condigbes a reacdo de Maillard se desenvolve
ativamente, contribuindo com a formag&o de compostos responsaveis pelo sabor

de chocolate, embora saibamos que nem todos os aglcares redutores e
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aminoacidos consumidos durante o tratamento térmico s&o utilizados nesta

importante reacéo de escurecimento e de formagéo de compostos aromaticos.
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Figura 8. Superficie de resposta e gréfico de contorno para os aglcares redutores
(mg/g), a) superficie de resposta, b) grafico de contorno.

A Figura 9 mostra que a partir dos 40 °C e 40 min de tratamento, pode ser
percebida uma diminuicéo da fragdo amino-terminal ja da ordem de 5% (1,02mg).
Temperaturas entre 70 e 80 °C e tempos de 70 a 72 minutos resultam em uma
diminuicdo de aproximadamente 10% (2,05mg). Mantendo-se a faixa entre 70 e
80 °C e aumentando o tempo da operagdo para 120 min, o decréscimo do grupo

amino-terminal ultrapassa os 14% (2,87mg). No entanto é possivel observar que a
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temperatura tem pouca influéncia sobre a redugdo do grupo amino-terminal

comparada com a influéncia exercida pelo tempo.

R 17.280
Em 17539 E

emperatura (°C)

B above 0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min) b )

Figura 9. Superficie de resposta e gréafico de contorno para o grupo amino-
terminal (mg/g), a) superficie de resposta, b) grafico de contorno.

A Figura 10 ilustra o cromatograma obtido para a separagao dos padrées
das pirazinas estudadas na fragdo aromética, bem como do padrdo interno,
indicando a ordem de saida para cada um deles. A seguir a Figura 11 apresenta

um cromatograma tipico da frag&o aroméatica do cacau torrado a 150 °C por 38

minutos.

Os tempos médios de retencdo obtidos foram: 9,42 min para a metil, 11,20

min para a 2,5-dimetil, 11,45 min para a 2,6-dimetil, 11,80 min para a etil, 11,96
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min para a 2,3-dimetil, 13,89 min para o padréo interno, 14,17 min para a 2,3,5-
trimetil e 16,23 min para a 2,3,5,6-tetrametilpirazina.

e 7

2-metiipirazina

2 S-dimetilpirazina
2,6-dimetilpirazina
etilpirazina

2. 3-dimetiipirazina
Padrfo intemo

(4 etiipiridina)

2,3, 5-trirmetiipirazina
2.,3.5.6-tetrametiipirazina

oN AhMONS

8

_ gL _

Figura 10. Cromatograma dos padrdes de pirazinas e padrao interno

A Tabela 15 apresenta os valores médios obtidos das concentragdes de

pirazinas (ug/kg), nas amostras de cacau torrado e tratado termicamente.
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Tabela 15. Valores médios das concentragGes de pirazinas para as amostras de
cacau torrado e tratado termicamente.

Alquilpirazinas (pg/kg de liguor)
Ensaio Tempo Temperatura Metil 2,5di 2,6-di etil 2,3-di 23541 23,56-tetra

(min) (C)
1 20 S0 25656 108203 ND 102,28 201,11 1079,35 1194,67
2 90 S0 769,86 2530,38 38000 9559 116,32 1328,13 3118,38
3 20 75 249,27 841,07 25930 91,26 100,82 826,67 1309,81
4 20 75 639,20 194370 33440 11660 141,90 758,63 2455,73
5 55 62,5 67257 2377,11 60524 157,38 156,37 1715,52 264494
6 104,5 62,5 183,27 759,00 ND ND 81,47 281,84 603,79
7 55 48 265,82 84248 ND 127,05 434,38 1488,00 1401,16
8 55 80,8 400,84 129617 240,00 132,50 325,89 687,38 1452,87
9 55 62,5 33499 149784 ND 111,21 209,34 1294,39 1242,80
10 S5 62,5 44880 172425 ND 120,13 154,80 928,20 1792,50
11 55 62,5 43520 142120 ND 116,60 167,45 1507,34 1530,77
Torrado 38 150 409,05 799,02 28296 308,24 193,00 2202,18 2274,97
5
S

1.9

Figura 11. Cromatograma tipico da fragdo aromatica do cacau torrado a 150 °C
por 38 minutos

Os dados obtidos para as variaveis metil, 2,5-dimetil, 2,6-dimetil, etil, 2,3-
dimetil, 2,3,5-trimetil e 2,3,5,6-tetrametilpirazinas foram analisados através de
superficie de resposta ndo se obtendo equacgbes preditivas significativas, a falta
de ajuste do experimento foi muito grande e o R? muito baixo, esta falta de ajuste
pode ter ocorrido devido a fatores desconhecidos que interferem neste tratamento

térmico adicional, realizado apés a torragéo.
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E importante destacar aqui que o comportamento das pirazinas durante o
aquecimento adicional do cacau apés a torracdo ndo é estavel nem preditivo.
Outro ponto importante é o fato de que as concentragbes da 2,6-dimetilpirazina,
em alguns ensaios, ndo foram detectadas, este fato vem a ter uma influéncia
marcante na analise dos resultados através da superficie de resposta. FADINI
(1998) identificou um aumento na concentragéo da maioria das pirazinas junto
com o tempo de torragdo, no entanto foram identificadas diminuicdes nas
concentracdes da 2,3,5-trimetil e 2,3,5,6-tetrametilpirazinas apds um pico maximo
de concentragdo, este declinio nas concentracées foi relacionado com os
melhores atributos sensoriais em todos os casos, a analise sensorial mostrou que
as melhores amostras obtidas ndo séo aquelas que contém o pico maximo obtido
para a 2,3,5,6-tetrametilpirazina, mas sim aquelas onde a concentragao deste

composto aromatico ja estd em declinio.

Foi interessante observar que a concentragdo de algumas pirazinas
aumentou, em alguns ensaios, durante o tratamento térmico apés torracdo.
FADINI (1998) relatou que a concentragdo de pirazinas durante o processo de
torragao (150 °C) aumenta até um ponto maximo e depois sofrem uma diminuicdo
atingindo concentragdes adequadas desde o ponto de vista sensorial. Como o
tratamento térmico apés a torracéo foi realizado a temperaturas bem menores das
utilizadas numa torragdo, uma andlise sensorial se faz necesséaria para poder
avaliar a influéncia desta variagdo nas concentragbes das pirazinas durante este

tratamento, acompanhando sempre a diminuigdo do teor de acido acético.

Apesar de ndo ser possivel a obtengdo de uma equacdo preditiva para
cada uma das pirazinas, € importante ressaltar que a partir dos dados obtidos e
baseados nos dados apresentados por BAUERMEISTER (1981), a 2,3,5,6-
tetrametilpirazina é considerada como uma boa indicadora do grau de torracdo. O

fato de que se acompanhamos os resultados para a diminuicdo do teor de acido
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acético, e fixamos nossos tempos acima de 70 minutos e a temperatura em torno
de 75 °C, teriamos as condicbes utilizadas no ensaio 4, ensaio no qual a
concentracéo da tetrametilpirazina se vé praticamente inalterada com relagdo ao
cacau torrado. Paralelamente, o comportamento das outras pirazinas, nestas
condigbes, € muito variavel, uma conclus@o a respeito dos atributos sensoriais, do
cacau, obtidos apdés o tratamento térmico s6 seria possivel, como ja foi

mencionado, através de uma analise sensorial.

5.4. Tratamento enzimatico com PPO

Através dos resultados da caraterizacdo das améndoas de cacau obtidos
na prova de corte, foi verificado que a quantidade de améndoas violetas,
indicadoras de uma fermentagdo insuficiente, foi bastante elevada. BRACCO,
1969 citado por YOSHIYAMA & ITO (1996) relata que & medida que aumenta a
fermentag&o das améndoas do cacau, a concentragdo de flavan-3-ois diminui em
relacdo & concentragcdo de polifenois totais e que essa proporcdo seria um
indicador importante para mostrar o grau de fermentacdo. YOSHIYAMA & ITO
(1996) determinaram que a concentracio de flavan-3-ois em améndoas bem
fermentadas (marrons) é aproximadamente a metade da concentragdo em

améndoas pouco fermentadas (violetas).

A Tabela 16 apresenta os resultados da quantificagdo de fenois totais em
po de cacau desengordurado obtido a partir de “nibs® de cacau tanto

autoclavados como nédo autoclavados e com e sem tratamento enzimatico.

A diminuicdo de fendis totais no tratamento enzimatico dos “nibs’ ndo
autoclavados chegou a 15% ap6s 210 min, j& no caso dos “nibs” autoclavados
esta perda chegou a 24%. Estas porcentagens foram obtidas em relagdo a “nibs”
n&o autoclavados e sem tratamento enzimatico. Estes resultados sdo consistentes
com os relatos de YOSHIYAMA & ITO (1996), no sentido de que a diminuigcdo de
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fenodis totais com o uso de PPO em “nibs” de cacau insuficientemente

fermentados, atingiu valores em volta de 25%.

Tabela 16. Concentracdo de fendis totais em p6é de cacau desengordurado,
tratado com polifenoloxidase

Tratamento enzimatico Nao Autoclavado Autoclavado
(min) (%) (%)
sem enzima 26,45+0,5 25,28 +0,5
30 25,75, +0,4 2494, +04
60 24,54, +0,3 2417,+04
90 23,21,+0,5 23,66, + 0,3
150 22,58.+0,3 21,07 £ 0,4
210 22,34.+0,3 19,87.+ 0,4
360 20,804+ 0,4 20,24. £ 0,3

Os valores de uma mesma coluna, com a mesma letra, ndo diferem significativamente entre si
(Teste de Tukey a 5% de significancia).

A Tabela 17 apresenta os resultados da guantificagio de taninos em po
desengordurado obtido a partir de “nibs” autoclavados e nao autoclavados
tratados enzimaticamente. Pode-se observar que a diminuigdo de taninos apos
210 min de tratamento chegou a 15% no caso dos “nibs” ndo autoclavados e a

26% nos “nibs” autoclavados.

Tabela 17. Concentracdo de taninos em pé de cacau desengordurado, tratado
com polifenoloxidase

Tratamento enzimatico Nao Autoclavado Autoclavado
(min) (%) (%)
sem enzima 781+£0,2 7,26 £0,1

30 7,85,+0,2 7,08, +0,2

60 7,83,+£0,1 6,47, +0,2

90 747, +0,2 6,23p: £ 0,1
150 6,64, + 0,2 6,08p¢ = 0,1

210 6,59, + 0,1 571402

360 6,23.+0,2 5,394+ 0,1

Os valores de uma mesma coluna, com a mesma letra, ndo diferem significativamente entre si
(Teste de Tukey a 5% de significancia).

Observa-se na Tabela 18, que apresenta os resultados da quantificagao de
flavan-3-ois em p6 desengordurado obtido a partir de “nibs” autoclavados e nao

autoclavados tratados enzimaticamente, que a perda de flavan-3-ois apés 210
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min de tratamento chegou a 10% no caso dos “nibs” ndo autoclavados e a 23%

nos “nibs” autoclavados.

A autoclavagem aqui, como em todos os outros tratamentos, teve uma

influéncia positiva no que diz respeito a agdo da enzima, aumentando

consideravelmente a diminuicdo dos compostos polifendlicos.

Os resultados apresentados na Tabela 18 diferem dos resultados relatados
por YOSHIYAMA & ITO (1996), que obtiveram uma reduc3o na ordem de 55%
Essa diferenga, com nossos resultados, pode ser atribuida as condigdes de

processo e mesmo a origem da PPO utilizada.

Na Tabela 19 pode-se observar os resultados da quantificacdo de
antocianidinas realizada em p6 desengordurado que fora obtido a partir de “nibs”

autoclavados e ndo autoclavados tratados enzimaticamente.

Novamente a diminuicdo dos compostos polifendlicos em “nibs”
autoclavados foi maior comparada com a diminuigdo em “nibs” ndo autoclavados,
contudo a diminuicdo dos compostos polifendlicos foi significativa nos dois

tratamentos.

Tabela 18. Concentracdo de flavan-3-ois em pd de cacau desengordurado,
tratado com polifenoloxidase

Tratamento enzimético Nao Autoclavado Autoclavado
(min) (%) (%)
sem enzima 23,16 +0,3 23,28+ 0,4
30 23,10, +0,3 19,71, £0,3
150 22,47,+0,3 20,59, + 0,3
210 20,80, + 0,4 17,75, + 0,4
360 18,39, +0,2 16,02, + 0,2

Os valores de uma mesma coluna, com a mesma letra, ndo diferem significativamente entre si
(Teste de Tukey a 5% de significancia)
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A diminuicdo de antocianidinas apés 210 min de tratamento chegou, no
caso dos “nibs” ndo autoclavados, a 18% e a 51% nos “nibs” autoclavados. Como
aconteceu com os resultados encontrados para a reducédo de fendis totais, os
resultados na diminui¢do de antocianidinas s&o proximos dos dados relatados por
YOSHIYAMA & ITO (1996). Estes pesquisadores determinaram que apds o
tratamento enzimatico com PPO, o teor de redugéo das antocianidinas em p6 de
cacau pouco fermentado, ficou em torno de 55%, e que foi o mais alto comparado
com os outros polifenois. Apdés observar a redugio destes compostos
(antocianidinas), durante o tratamento enzimatico e baseados nos relatos de
HANCOCK (1988) e GOLDSTEIN (1963), que relacionam a redugdo de
antocianidinas e taninos com uma diminui¢cdo da adstringéncia no cacau, é
possivel sugerir que esta diminuicdo tem uma relagéo direta com uma queda na
adstringéncia caracteristica de améndoas pouco fermentadas (violetas). Esta
diminuicdo foi levantada por alguns provadores durante a andlise sensorial

realizada com o produto tratado enzimaticamente.

QUESNEL, 1968 citado por YOSHIYAMA & ITO (1996) relatou que entre os
polifenois encontrados nas améndoas cruas ndo fermentadas, o dimero de
proantocianidina e o polimero (fragdo Ill) possuem uma forte adstringéncia,
sugerindo que estes elementos complexos permanecem em améndoas
insuficientemente fermentadas sem sofrer oxidag&o durante os primeiros dias da
fermentagdo. FORSYTH, (1952), explica também que a quantidade de polifenois
contidos nas améndoas insuficientemente fermentadas é grande como resultado
da falta de polimerizag&o oxidativa normal, durante os primeiros dias do processo

de fermentagao.
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Tabela 19. Quantificagcdo de antocianidinas em p6 de cacau desengordurado,

tratado com polifenoloxidase
Tratamento enzimatico

Ndo Autoclavado’ Autoclavado'

(min) (%) (%)
sem enzima 2,12+0,1 1,83+0,1

30 1,88, + 0,1 1,61, +£0,2

60 1,87.+ 0,1 1,48, £ 0,1

90 1,73, +0,2 1,405, £ 0,1

150 1,72, + 0,1 1,21 £ 0,2
210 1,73, + 0,2 1,02. £ 0,1
360 {6} 1,63.+0,2 1,03, + 0,1

! Valores obtidos na leitura de absorbancias, (535nm/462nm), LA/AB.
Os valores de uma mesma coluna, com a mesma letra, n&o diferem significativamente entre si
(Teste de Tukey a 5% de significancia).

Além da diminuigdo dos compostos polifendlicos, observou-se que os “nibs”
de cacau apés o tratamento enzimatico, sofreram uma mudanga notavel para a

cor marrom acompanhando o andamento da reagéo.

Apds o tratamento enzimatico realizado nos “nibs” de cacau é possivel
observar, de uma maneira geral, que as concentragdes de fendis totais, taninos,
flavan-3-ois e de antocianidinas diminuem consideravelmente com a acdo da
enzima polifenoloxidase, contudo ndo existiu diferenga significativa (p<0,05) no

resultado apds 210 min no tratamento de “nibs” autoclavados.

5.4.1. Analise sensorial

Com base nos resultados das andlises realizadas apés o tratamento
enzimatico, foi conduzida uma andlise sensorial (teste de aceitagdo) com um
produto formulado (chocolate amargo) com a amostra que apresentou a maior
diminuicdo dos compostos fendlicos (autoclavada e 210 min de tratamento), o
objetivo desta analise foi avaliar a influéncia da diminui¢cdo destes compostos no
sabor do cacau.

As amostras submetidas ao teste “diferenca do controle” com uma equipe

de 35 provadores no treinados apresentaram diferenca na avaliagio sensorial
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(Figura 12), os dados obtidos no teste foram analisados estatisticamente e

apontaram diferencas significativas (p<0,05) entre as duas amostras.
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Figura 12. Histograma referente aos resultados do teste “diferen¢a do controle”

A amostra tratada enzimaticamente submetida ao teste de aceitagédo com
uma equipe de 35 provadores nao treinados apresentou melhores carateristicas
de sabor, comparada com a amostra ndo tratada, observando a Tabela 20,
verifica-se que no teste sensorial houve diferenga entre as amostras. Isto significa
que o tratamento enzimatico aplicado, alterou as propriedades sensoriais das
amostras. Essa alteracdo sensorial foi percebida de modo significativo pelos
provadores, existindo diferenga a nivel de 5% na avaliagdo heddnica para o

sabor.

A Figura 13 apresenta o histograma de avaliagdo, quanto ao sabor, dos
produtos obtidos a partir dos “nibs” de cacau tratados e n&o tratados

enzimaticamente.
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Tabela 20. Média das notas da avaliagdo hedodnica, quanto ao sabor das
amostras tratada e nao tratada

Amostra Avaliagado do sabor
N3o tratada 5,11
Tratada 6,97
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Figura 13. Histograma da avaliagdo quanto ao sabor do produto obtido de “nibs”
tratados e nao tratados enzimaticamente

Pode-se observar na Figura 13, que a maioria dos provadores deram notas
entre 6 e 9 para a amostra de “chocolate amargo” produzida a partir de “nibs” de
cacau autoclavados e tratados enzimaticamente, caracterizando-o com uma
aceitagdo muito boa.

Segundo os comentarios anotados na ficha de avaliago, véarios provadores
(65%) apontaram que o produto tratado apresentou sabor menos agressivo
comparado com o produto ndo tratado, outros comentarios fizeram referéncia ao
sabor acentuado e caracteristico de chocolate, alguns provadores (30%)

indicaram diferencas em termos de adstringéncia e amargor entre as duas
amostras.
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6. CONCLUSOES

Considerando os dados aqui apresentados sobre “nibs” de cacau tratados
térmica e enzimaticamente com o objetivo de melhorar o seu sabor, podem ser

extraidas as seguintes conclusdes:

E possivel obter uma diminuigdo significativa do teor de &cido acético
presente nos “nibs” de cacau, através do tratamento térmico apds torragdo, na
faixa de 62 a 85 minutos de tratamento com temperaturas, na camisa de

aquecimento, na faixa de 70 e 80 °C.

Existe uma diminuigdo significativa do teor de aglicares redutores durante o
tratamento térmico apés torragdo acima de 75 °C para tempos de tratamento
curtos (10-15 min) e em volta de 50 °C para tempos maiores de tratamento (acima
de 85 min).

A concentragdo do grupo amino-terminal tem uma diminui¢cdo significativa
durante o tratamento térmico apés torragdo a temperaturas acima dos 45 °C e
tempos em volta de 80 minutos, no entanto é possivel observar que a temperatura
tem pouca influéncia sobre o a redugdo do grupo amino-terminal, ja o tempo tem

uma influéncia maior a respeito da mencionada reducgéo.

O comportamento dos compostos aromaticos (pirazinas) foi analisado
através de superficie de resposta ndo se obtendo equagdes preditivas
significativas. A falta de ajuste do experimento foi muito grande e o R? muito
baixo. Esta falta de ajuste pode ter ocorrido devido a fatores desconhecidos que

interferem durante o tratamento térmico adicional, realizado apés a torragao.

Uma reducdo significativa dos compostos fendlicos, presentes no cacau

insuficientemente fermentado, pode ser obtida com o uso da enzima
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polifenoloxidase. O tratamento enzimatico em “nibs” autoclavados, resultou na
alteragcdo do sabor do cacau insuficientemente fermentado, diminuindo a
adstringéncia e o amargor, essa alteragdo sensorial foi percebida de modo
significativo pelos provadores, existindo diferenga a nivel de 5% na avaliagdo

hedodnica para o sabor entre a amostra tratada e a néo tratada.

A autoclavagem dos “nibs” permitiu uma maior eficiéncia da enzima

polifenoloxidase.

Obteve-se uma redugdo significativa dos teores de antocianidinas em
“nibs” autoclavados e tratados enzimaticamente, onde consequentemente a cor
violeta caracteristica da pigmentacdo destas antocianidinas diminui, dando lugar

a cor marrom caracteristica de um cacau bem fermentado.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar estudos onde todas as combinagbes dos niveis de tempo e
temperatura sejam observadas (fatorial completo). Isso permitira investigar de
forma mais clara as possiveis interagdes entre tempo e temperatura no
comportamento dos compostos aromaticos (pirazinas) durante o tratamento

térmico ap6és a torracéo.

Realizar uma andlise sensorial para poder avaliar a influéncia do

tratamento térmico apéds torragdo no sabor do produto.

Estudar a eficiéncia de enzimas (PPO) de diferentes origens.
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