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1. INTRODUGAO

As sementes de cacau, fermentadas e secas, se cons
tituem a matéria prima utilizada pela inddstria chocolateira na
fabricagao de varios produtos, dentre os quais, se destacam o ca-
cau em po e o chocolate, BRAUDEAU (7) e HARDY (26).

0 fruto do cacaueiro (Theobroma cacao L.) quando

maduro, apresenta de 30 a 40 sementes que se acham envolvidas por
uma polpa mucilaginosa de cor branca, acida e rica em aglcares,
BRAUDEAU (7) e ROHAN (67). Elas sdo constituidas basicamente pe-
la casca, que representa 10 a 14%, do peso seco total e pelos co-
tiledones, com 86 a 90%, ROHAN (67).

A casca da semente, praticamente nio tem valor,
sendo considerada um residuo industrial, enquanto que, os cotile-
dones, sdo a parte empregada na preparacdo do cacau em po e choco
late (20, 23, 67).

A fermentagao das sementes de cacau é uma condigao
indispensavel para que se desenvolvam os precursores do sabor e
aroma de chocolate (27, 41, 66, 76). E nesta etapa do beneficamen

to na fazenda, que a polpa aderente i semente é metabolizada pe-



los microorganismos, resultando principalmente na produgao de ca-
lor, etanol e acido acético, os quais, ao serem absorvidos pelos
cotiledones promovem a morte da semente, MORETON (52) e QUESNEL
(59).

0 acido acético e seus esteres retidos no interior
das sementes, depois de secas, sao responsaveis pelos 'flavor'" de
fruta ou passa de alguns produtos de cacau, porém, quando em ex-
cesso, produzem um '"flavor" acido desagradavel que os deprecia,
LOPEZ & McDONALD (38). Este € o acido mais importante relacionado
com a acidez elevada do cacau produzido no Brasil, por consequén-
cia, o nosso produto sofre restrigoes de alguns mercados importéf
dores, LOPEZ (41) e PASSOS et alii (55).

Os objetivos deste trabalho foram determinar g e-
feito de alguns fatores sobre a permeabilidade da casca da semen-
te de cacau ao acido acético durante a fermentagdo e verificar o
efeito da adigao de celulases, antes da seccagem, sobre a acidez e

a qualidade do produto final.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Beneficiamento das Sementes de Cacau

2.1.1. Fermentacgao

A fermentagao das sementes de cacau € feita usual-

mente das seguintes formas:

a) fermentagao em montes,
b) fermentagao em cestas tecidas de fibras vege-
tais e

c)} fermentagao em caixas de madeira.

O processo de fermentagdo em montes € usado princi
palmente por cacauicultores de Gana, Nigéria e Costa do Marfim,
quando as sementes, depois de extraidas dos frutos, sao amontoa-
das diretamente sobre o chao em cima de folhas de bananeira e re-
cobertas com o mesmo material. O método em cestas & praticado em
Gana ¢ Nigéria, para fermentar de 10 a 150 Kg de sementes umidas,
as quais, permanecem cobertas com folhas de bananeira durante to
do o processo, BRAUDEAU (7) e ROHAN (67).

O sistema em caixas de madeira € o recomendado pe-



lo servigo de extensao rural da CEPLAC para os produtores de ca-
cau do Brasil, MACEDO § SERRA (44). As caixas, mais conhecidas en
tre nos com o nome de cochos de fermentagido, sdao construidas me-
dindo de 0,90 a 1,20 m de largura por 0,90 a 1,00 m de altura e
comprimento variavel de 2,00 a 6,00 m. Elas sao dotadas de pare-
des divisdrias removiveis no sentido da maior dimensao para faci-
litar o revolvimento da massa em fermentagdao e o fundo deve con-
ter orificios com 0,6 a 1,0 cm de diametro espagados de 15 em 15
cm para a drenagem dos liquidos liberados durante o processo e pa
ra aeragao, MACEDO § SERRA (44) e MARAVALHAS (47).

Os cochos devem ser abastecidos até a altura de 90
cm e a massa de sementes coberta com folhas de bananeira ou sacos
de aniagem, permanecendo assim por todo o periodo da fermentagao,
variavel de cinco a sete dias. Os revolvimentos, feitos por trans
ferencia da massa de sementes de um compartimento do cocho para
outro contiguo, devem ser realizados as 48,0: 72,0; 96,0; 120,0 e
144 ,0 horas apos o inicio do processo, MACEDO § SERRA (44).

A fermentagao das sementes de cacau € uma etapa es
sencial do processamento, sem a qual, nao se desenvolvem os pre-
cursores do sabor e aroma de chocolate (27, 41, 66).

O sucesso de uma fermentagao convencional depende
inicialmente da chance de contaminagio por microorganismos, da ex
tengao e natureza dos microorganismos contaminantes e de fatores
fisicos e quimicos que regem a atividade metabolica deles,
GRIFFTHS (25) e KENTEN § POWELL (32).

A polpa que envolve a semente de cacau fresca € u-

ma substancia mucilaginosa, de cor branca, acida e rica em aguca-



res, BRAUDEAU (7) e GREENWOOD-BARTON (23). A composigdo da polpa

€ important

e, visto que, € a partir dos aglcares nela contidos

que se inicia o processo fermentativo, BERBERT (3) e LOPEZ (35).

Os dados analiticos da Tabela 1 se referem aos a-

glcares da polpa da semente de cacau, obtidos em trabalho reali-

zado no Centro de Pesquisa do Cacau (Ilhéus-BA).

TABELA 1 - Aglcares constituintes da polpa da semente de cacau de
frutos colhidos no Centro de Pesquisas do Cacau (BA)
em setembro de 1974 (% em relagdao a matéria Umida),
BERBERT (3).

Aciicar Intervalo entre a colheitae a quebra do fruto
0 dia 6 dias

Pentitol 0,01 tragos

Frutose 2,94 3,62

Sorbose 0,08 0,10

Glicose 2,67 4,50

Inositol 0,05 tragos

Sacarose 8,50 6,56

se desenvol
res a etano

Com a degra

Na fase inicial da fermentagao, as leveduras que
vem na polpa da semente de cacau, convertem os aguca
le CO2 € a massa torna-se anaerobica em poucas horas.

dagao da polpa, e a drenagem dos residuos liquidos !
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oxigénio come¢a a penetrar na massa, favorecendo a -multiplicacao
das bactérias produtoras de acido acético que oxidam o etanol a a
cido acético, CO, e gua, FORSYTH § QUESNEL (20) e QUESNEL (60).

As intensidades dessas oxidagOes desempenham papel
importante para determinar o valor do pH e a temperatura dos coti
ledones, sendo que, o controle da fermentagao parece dependerprin
cipalmente do controle do arejamento, QUESNEL (58).

As informagoes contidas na Tabela 2 se referem ao
valor do pH da polpa e cotiledones das sementes de cacau no curso
da fermentacdo e resultam de trabalhos desenvolvidos no Brasil e

na Malasia.

TABELA 2 - Variagoes nos valores do pH da polpa e cotiledones du-
rante a fermentacgao de sementes de cacau, LOPEZ (42) e

SHEPHERD (73).

. s - Tempo de Fermentagao (dias)
Especificacao Autor

0 1 2 3 4 5 6

pH da polpa 3,80 3,94 3,84 4,15 4,22 4,27 4,34 b
pH dos cotiledones 6,42 6,40 5,54 4,81 4,57 4,50 4,44 b
6,39 6,32 5,37 4,49 4,60 4,80 4,74 a

(a) LOPEZ (42) (b) SHEPHERD (73)

O valor baixo para o pH da polpa verificado no ini

cio da fermentagao pode ser atribuido quase que a presenga do aci
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do citrico. Como resultado do metabolismo dos microorganismos na
polpa, o acido citrico & substituido pelos acidos menos dissocia-
dos latico e acético (o primeiro numa extensao muito limitada) .
Ao mesmo tempo, Ve;ifica-se um aumento gradual no valor do pH da
polpa que, nos estagios subsequentes da fermentagao, ira refletir
a concentragao do acido acético em particular, ROELOFSEN (64) e
SHEPHERD (73).

0 acido acético ao ser absorvido pelos cotiledones
€ o principal responsavel pela queda no valor do pH observado nos
cotiledones, durante a fermentagao das sementes de cacau, QUESNEL
(58).

WEISSBERGER et alii (79) trabalhando com sementes
de cacau nao fermentadas (secas sem a polpa) e, com sementes fer-
mentadas, constataram, em ambas, a presenga dos acidos nio vola-
teis: latico, oxalico, succinico, malico e citrico. Os autores ve
rificaram que, com a fermentagao, a concentragao do acido latico
aumentou, a do acido oxalico praticamente nao se alterou enquanto
que a dos acidos succinico, malico e citrico decresceram.

LOPEZ (41) em trabalho realizado no CEPEC e utili-

-

, oxa

zando sementes de cacau sem a casca, além dos acidos latico
lico, succinico, malico e citrico, observou também a presenca do
acido fosforico durante a fermentagao. O dcido citrico esteve pre
sente em pequenas quantidades nos cotiledones das sementes nao
fermentadas, mas, aumentou o seu nivel até o terceiro dia da fer-
mentagao, decrescendo entretanto, no periodo subsequente. O autor

sugere que o acido citrico observado nos cotiledones, é uma sim-



ples consequéncia da absorgao deste acido que ocorre de forma na-
tural na polpa. O acido latico apresentou teores maximos entre o
terceiro e o quinto dia, enquanto que, o acido fosforico teve um
aumento nas quarenta e oito horas iniciais do processo fermentati
Vo, nao havendo mudanga significativa no restante do periodo. Foi
sugerido que o aumento nos teores de acido fosforico pode ser de-
corrente do metabolismo da semente que inicia a germinagao nos
estagios iniciais da fermentagdo. Os outros acidos nd8o  volateis
se apresentaram em pequenas quantidades, e dentre eles, o mais
abundante, foi o oxalico, aumentando sua concentragdo até o ter-
ceiro dia da fermentagdo, caindo em seguida para um nivel relati-
vamente baixo. Entretanto, nas sementes totalmente fermentadas
(seis dias), o acido acético é o principal apresentando-se com
até 1,5%. Os acidos latico, citrico e fosforico estao presentes
com 0,8; 0,3 e; 0,02% respectivamente, conclui o autor.

O desenvolvimento da temperatura da massa durante
a fermentagdo depende nao somente do grau de aeragdao, mas também
do método de cobertura, frequéncia dos revolvimentos, temperatura
ambiente, além de outros fatores, ROELOFSEN (64).

A temperatura alcangada pela massa € um indicador
muito util para se acompanhar o progresso de uma fermentagao. Em
boas fermentagoes comerciais, a temperatura de 45 a 48°C & atingi
gida no espaco de aproximadamente treés dias, devendo se manter
nestes niveis por mais alguns dias, QUESNEL § LOPEZ (61).

Se o aumento da temperatura for muito lento ou se
nao for alcangada uma temperatura suficientemente alta, o produto

obtido sera constituido de sementes germinadas e mal fermentadas.



A maior parte do calor obtido, durante a fermentagao, provém da a
tividade dos microorganismos na pola da semente, KENTEN § POWELL
(32).

O potencial energético dos aglUcares da polpa da se
mente de cacau € suficiente para elevar a temperatura acima dos
valores frequentemente observados, sendo importante, o controle
da aeragao para uma produgao de calor adequada, QUESNEL (60).

Varios pesquisadores informam que as sementes de
cacau morrem, entre o segundo e o terceiro dia de fermentacgao, em
conseqﬂéncia da agao do etanol e do acido acético absorvidos pe-
los cotiledones e da temperatura alcangada pela massa naqueles mo
mentos (28, 59, 80).

QUESNEL (59) afirma que em caixas de madeira ou no
centro de grandes montes onde a temperatura se eleva com relativa
lentidez, o calor nao € um agente importante da morte e que, nes-
tas circunstancias, o principal responsdvel € o acido acético. En
tretanto MORETON (52) observa que o acido acético, etanol e o ca-
lor agem sinergicamente provocando a morte da semente de cacau.

HOLDEN (28) trabalhando com fermentagao em caixas
de madeira com capacidade para aproximadamente 800 kg de sementes
umidas e, coletando amostras da parte de cima da massa, verificou
que com vinte horas de fermentagao todas as sementes germinaram,
com quarenta e quatro horas, 33% delas se encontravam mortas e
que com sessenta e oito horas todas as sementes estavam invia-
veis. As temperaturas registradas naqueles momentos foram 36°C;

41°C e 47°C respectivamente.
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O tempo requerido para a morte das sementes duran-
te a fermentagao € importante, visto que, é a partir deste momen-
to, que ocorrem varias reagdes enzimaticas necessiarias ao desen-
volvimento dos precursores do "flavor" de chocolate (19, 71, 72,
80).

No curso da fermentagao das sementes de cacau, os
polifendis sofrem intensas modificagoes, as quais, sO0 se iniciam,
depois da morte das sementes quando as substiancias fendlicas e as
enzimas sao liberadas de seus respectivos locais de armazenamento
na célula (50, 59, 68).

Os principais constituintes fenolicos. identifica-
dos por FORSYTH (18) em sementes de cacau nio fermentadas, perten-
cem a trés categorias de compostos: catequinas, leucocianidinas -e
antocianinas. Eles compreendem de 12 a 18% do peso seco total da
semente e, desde muito, tém sido associados com o "flavor" e a
~cor de chocolate, KIM § KEENEY (33).

CROSS et alii (12) constararam um decréscimo de apro
ximadamente 70% do contelido em compostos fenélicos extraidos en-
tre um cacau nao fermentado e outro fermentado por oito dias.

Interagoes complexas entre os polifendis para for-
mar taninos de alto peso molecular e suas interagdes com protei-
nas sao importantes para a qualidade das sementes de cacau desti-
nadas a produgao de chocolate, KIM & KEENEY (33). Estes autores
trabalhando com sementes de cacau provenientes de regioces onde o
produto € bem fermentado, constataram que elas apresentaram menor
concentragac de (-)- epicatequina do que as sementes oriundas de

locais onde a fermentagao € menos extensiva.
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Catequinas e leucocianidinas sao parcialmente per-
didas durante a fermentagao por exsudagao através da testa, quan-
do entao, sao oxidadas enzimicamente sob as condigdoes aercbicas

“que prevalecem na casca da semente (17, S0, 68).

\Existem dois estagios possiveis para a destruigao
das antocianinas durante o processo fermentativo:

a) morte dos cotiledones com a liberagao dos pig-
mentos das células e

b) imediata hidrolise enzimatica destes componen-
tes, resultando na descoloragao dos pigmentos violeta dos cotile-
dones. A presenga de sementes de cacau de cor violeta & caracteris
tica de um produto mal fermentado e esta relaciohado com um "fla-
vor'" pobre de chocolate (19, 36, 69).

A qualidade parece estar mais relacionada com a
concentracao de antocianinas do que com a dos outros fenois. Mate
rial de boa qualidade foi obtido de sementes com 60% dos polife-
ndis iniciais, mas somente quando a concentracao das antocianinas
foi abaixo de 10% do valor original. Estes pigmentos nao exercem
influéncia marcante no "flavor” de chocolate e as transformagoes
que ocorrem sao somente indicativo de mudangas importantes que a-
contecem durante o processo fermentativo, FORSYTH & QUESNEL (19)
e ROHAN (69).

Durante a fabricagdao do chocolate, os agucares re-
dutores presentes nos cotiledones das sementes de cacau partici-
pam na formagao dqs compostos volateis do aroma de chocolate, a-
través de reagdes de escurecimento ndo enzimatico (63, 66, 70,

¥#2).
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HOLDEN (28) trabalhando com sementes de cacau fres
cas, germinadas e, em processo fermentativo, constatou a presenga
de enzimas com habilidade para hidrolisar carboidratos, dentre as
quais. amilases, celulases, pectina esterase e poligalacturonase .
As celulases foram detectadas somente em sementes frescas e nas
germinadas, entretanto, apresentaram uma atividade muito baixa em
sodio de carboximetil celulose.

Ja a inversdo da sacarose nos cotiledones das se-
mentes de cacau, durante a fermentagdao é informada por diversos
autores (5, 63, 72). Entretanto, resultados de trabalho realizado
por LOPEZ et alii (37) evidenciaram, em sementes de. cacau fres-
cas, que a inversao da sacarose s6 ocorreu quando foi utilizada
enzima pd preparada a partir de sementes, na qual, a casca fol 1in
cluida.

SERBERi (3) verificou que nos cotiledones das se-
mentes frescas de cacuau. 91,5% dos agucares totals eru S2acarosc.
taxa que caiu para apenas 1,25% no sexto dia da fermentagao.

Enzimas proteoliticas também forum detectadas em
sementes de cacau durante a fermentagaoc por FORSYTH et alit +21.
No estudo, foi evidenciado que as proteinas se tornaram insolu
veis pela formagao de complcxos proteinas-polifenéis, imediatamen
te apds a morte da semente.

Protedlises durante a fermentagao das sementes de
cacau € uma atividade bioldgica importante, visto que, os produ-
tos da degradacdo da proteina (aminoacidos e peptideos) também
contribuem para a formagao do ''flavor” de chocolate, BAREL et

alii (2) e ROHAN § STEWART (71).
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ZAK & KEENEY (80) constataram que a fracdo protei-

. .
ca extraivel tornou-se pProgressivamente menos pura no curso da

fermentacao, o que estaria indicando, uma contaminacgdo da protei- .

na por polifendis.

Em trabalho posterior BAREL et alii (2) comprova-
ram que durante a. fermentagao as proteinas totais extraiveis de-
cresceram de forma linear e explicam esse fato como resultado da
formagao de complexos insolﬁveis proteinas-polifendois e das rea-

Te

coes de hidrolise com liberagdo de aminoicidos e peptidios.

2.1.2, Secagem

A finalidade principal da secagem € eliminar o ex-
cesso de umidade que, nas sementes de cacau ao término da fermen
tagao contém mais de 50%, taxa que deve ser reduzida para  menos
de 8% a fim de preservar melhor o produto no armazenamento, MARA-

VALHAS (48) e ROHAN (67).

A secagem de sementes de cacau pode ser feita " de,.-

forma natural, quando o produto € exposto diretamente ao sol ou,
artificialmente com o emprego de secadores que utilizam o calor
proveniente da queima de madeira ou outros combustiveis, ou ain-
da, pela combinagdo dos dois sistemas quando as sementes sao sub-
metidas inicialmente ao sol por um a dois dias seguido de uma se
cagem complementar por processos artificiais (13, 47, 74).-
Qualquer que seja o método utilizado, o controle
da umidade final deve ser feito com critério. Os fabricantes de

chocolate preferem sementes com 6 a 7% de umidade, visto que, aci
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ma de 8% ha o risco de contaminagao por mofos no armazém e abaixo
de 5% a casca se torna excessivamente quebradiga, ficando o pro-
duto vulneravel a danos no manuseio e transporte, THE COCOA,
CHOCOLATE AND CONFECTIONERY ALLIANCE (9) e ROHAN (67).

A secagem ndo deve se processar demasiadamente ra-
pida. com o emprego de temperaturas elevadas, para nao desativar
as enzimas responsaveis pelas reagdes que ocorrem nos estagios i-
niciais do processo, HARDY (26).

E nessa fase do beneficiamento que as sementes de
cacau desenvolvem a cor castanha caracteristica, quando as subs-
tancias fenolicas nelas contidas s3o oxidadas por um sistema poli
fenoloxidase que € ativo somente quando o oxigenio tem acesso aos
cotiledones, FORSYTH (17) e FORSYTH & QUESNEL (19).

A extensdo do acastanhamento, depende da quantida-
de de oxigénio dissolvido que difunde nos tecidos cotiledonares an
tes que a enzima seja desativada. A casca da semente € a princi-
pal barreira a penetragao do O2 durante a secagem e sementes que
tiveram a casca perfurada ou uma agulha de injegao inserida sob
a mesma, raramente deixaram de ser oxidadas, ROELOFSEN (64).

FORSYTH § QUESNEL (20) informam que quando as se-
mentes de cacau sao secas na auséncia do oxigenio, nao desenvol-
vem a cor marrom caracteristica.

A secagem também influencia na acidez das sementes
de cacau. Resultados de trabalho desenvolvido por PASSOS & LOPEZ
(54) evidenciaram que quando o produto foi seco de forma natural
em barcagas, a perda de acidez, tanto a volatil quanto a total,

foi maior quando comparado com sementes secas pOr processos arti-
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ficiais.
2 2

2.2. Permeabilidade de Filmes Plasticos e de Materiais Biologi

camente Ativos.

A permeabilidade a gases e ao vapor d'agua, de ma-
teriais plasticos flexiveis utilizados na embalagem de alimentos,
tem sido objeto de estudos por parte de diversos autores (30, 31,
34). Caracteristicas tais como tamanho, forma e o arranjo das ca-
deias dos polimeros afetam profundamente a permeabilidade destes
materiais e.qualquer processo que modifique a densidade, a orien-
tacao ou o grau de cristalizagao, provocara uma alteracgao nessa
propriedade, MADI et alii (45).

Assim sendo, de acordo com KAREL (30), os materi-
ais utilizados em embalagens de alimentos sao todos semi-cristali
nos ou amorfos. Nos materiais semi-cristalinos, parte do volume e
ocupado por agregados das cadeias poliméricas, chamadas cristali-
tos, sendo que estes cristalitos sao considerados impermeaveis a
gases ¢ vapores. O resto do volume & ocupado por regioes amorfas,
isto &, cadeias poliméricas em estado desordenado.

A permeabilidade de filmes plasticos a gases e ao
vapor d'agua pode ser determinada experimentalmente, conforme
descrevem KAREL (30) e MADI et alii (45) e os resultados podem

-1 -1 -2

3 = -2 . s o=1
ser expressos em cm”~ gas. m ~. dia ©. atm. e, g. m . dia

v

respectivamente. De acordo com estes autores, a transmissao de ga

ses e vapores, através de plasticos flexiveis utilizados em emba-

- lagens de alimentos, se d3a por um mecanismo conhecido como difu-
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sdao ativada e se processa no sentido da superficie de maior con-
centracgao para a outra de concentragao inferior.

Por outro lado, em materiais biologicamente ativos
como as cascas de sementes, por exemplo, a permeabilidade a agua,
depende da sua estrutura e das impregnacdes presentes nas membra-
nas celulares tais como lignina, gordura, suberina ou tanino, PO-
PINIGIS (57).

Em trabalho realizado por MARBACH & MAYER (49), com
sementes de plantas do genero Pisum, foram observadas diferengas
estruturais entre cascas de sementes permeaveis a agua e  cascas
nao permeaveis. Nas espécies, cujas sementes sao normalmente im-
permeiveis a agua, as cascas exibiram um teor elevado de substan-
cias fendlicas e de catecol oxidase, enquanto que, naquelas espe-
cies que apresentaram sementes permgéveis, o conteudo em consti-
tuintes fendlicos e catecol oxidase das cascas, foi baixo. Com
base nessas observacdoes, os autores sugerem uma relagdao entre a
permeabilidade da casca das sementes a agua, com a oxidagao enzi-
matica dos compostos fendlicos da casca, durante o processo de se
cagem.

0 estadio de maturagdo do fruto, também influencia
na permeabilidade, ao nivel da membrana celular. Trabalhos desen-
volvidos por CROOKES & GRIERSON (11) com tomate e por PAULL & CHEN
(56) com mamdo, mostraram que com o avango do grau de maturagao ,
ocorreram degradacdes enzimaticas de carboidratos estruturais da
parede celular, acarretando modificagoes na textura do fruto e

1" .
consequente amolecimento.
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Resultados experimentais de LOPEZ et alii (43), de
monstram que o estadio de maturagao do fruto do cacaueiro, in-
fluencia na permeabilidade da casca da semente ao acetato de eti-
la. A velocidade de difusdao desta substancia através das  cascas
de sementes provenientes de frutos verdoengos, maduros e sobrema-
duros., foi diretamente proporcional ao estadio de maturagao dos
frutos. Em trabalho posterior com sementes de cacau submetidas a
fermentacdo, LOPEZ (40), observou uma queda na permeabilidade da
casca da semente ao acido acético a partir do terceiro dia do pro
cesso. O autor sugere que as substincias fendlicas liberadas apés
a morte da semente, ao migrarem para a casca, reageriam com os te

cidos da mesma, tornando-a menos permeavel.



5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Centro de
Pesquisas do Cacau (CEPEC) da Comissao Executiva do Plano da La-
voura Cacaueira (CEPLAC) em Ilhéus, BA durante os meses de outu-
bro e novembro de 1986.

As analises foram realizadas em laboratdrios do
CEPEC e do Departamento de Ciencia dos Alimentos da Escola Supe-
rior de Agricultura de Lavras (DCA/ESAL) em Lavras, MG.

Foram utilizados frutos de cacaueiros do tipo co-
mum, de plantagoes do CEPEC, colhidos no estadio maduro e quebra-

dos um dia depois.

5.1. Sistema de Fermentagao
Depois de removidas dos frutos, as sementes de ca-
cau, foram fermentadas em caixas de madeira com capacidade para
1 m3 (1,0 x 1,0 x 1,0 m) dotadas de furos no fundo com 1 cm de

diametro e, espagados de 15 em 15 cm, para permitir a drenagem do

suco liberado durante o processo, LOPE- (41) e VILLENEUVE (78).
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A caixa foi abastecida até a altura de 90 cm e a
massa de sementes foi coberta com folhas de bananeira, permanecen
do assim, por todo o periodo da fermentagao. Os revolvimentos fo-
ram feitos por transferéncia das sementes de um compartimento da
caixa para outro contiguo, o primeiro, quarenta e oito horas apos
o inicio da fermentacdo e os seguintes, a cada vinte e quatro ho-
ras até o final do processo que teve a duragao de seis dias,
MACEDO & SERRA (44).

Um metro cibico de sementes de cacau Umidas, nio

fermentadas, pesa 800 Kg, CUNHA et alii (14).
3.2. Sistema de Secagem
Terminada a fermentagao, foram pesadas duas por-

goes de sementes de cacau com 30 Kg cada, sendo uma, a testemu-

nha, levada diretamente ao secador, e a outra, submetida a um tra

tamento com enzimas celuloliticas de Trichoderma reesei QM9414 an
tes da secagem.

As sementes foram secas de forma continua, por
116 horas, num secador de lampadas incandescentes com lastro de

1,0 x 2,0 m, subdividido ao meio para receber as porgées com e

sem tratamento enzimatico.
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3.3, Amostragens

3.3.1. Na fase de fermentagao

As amostragens foram feitas em varios pontos, 30
cm abaixo da superficie da massa de sementes e entre 15 e 35 cm
das paredes laterais da caixa de fermentagao, LOPEZ (41).

As amostras, com aproximadamente 5,0 kg de semen-
tes umidas, foram coletadas a cada vinte e quatro horas, sendo na
ocasiao homogeinizadas, subdivididas em sub-amostras, embaladas
em sacos plasticos e encaminhadas ao laboratdrio para preparo e

analises.

3.3.2. Na fase de secagem

As amostragens das sementes de cacau, tratadas e
nao tratadas por celulases, foram realizadas em varios pontos do
lastro de secagem, as 8,00; 20,00; 32,00; 44,00; 68,00 ¢ 116,00 ho
ras a partir do inicio da secagem. A amostra inicial corresponde
a altima coletada na fase de fermentagio.

As amostras, com aproximadamente 1,5 kg de cada
tratamento, depois de homogeinizadas foram subdivididas em  sub-
amostras, acondicionadas em sacos plasticos e conduzidas ao labo-
ratorio para preparo e analises.

Terminada a secagem, também foram coletadas amos-

tras de ambos os tratamentos para classificagao das sementes por
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'prova de corte (1,0 kg de cada) e fabricagao de chocolate para a-

valiacao sensorial (4,0 kg de cada).
3.4, Tratamento das Sementes de Cacau com Celulases
3.4.1. Produgao das enzimas

As enzimas foram produzidas pelo fungo Trichoderma

reesei QM 9414 em cultivo semi-solida de farelo de trigo conforme
descrito por URIETA et alii (75).

0 fungo foi mantido em meio de agar-batata-dextro-
se, sendo transferido regularmente para preservar a sua viabilida
de.

Em frascos Roux de 800 ml para cultura de fungos,
foram colocados 20 g de farelo de trigo mais 20 ml de agua desti-
lada e, em seguida, misturados. Os frascos, depois de tampados,
foram conduzidos a autoclave para esterilizagao a 121°C por trin-
ta minutos.

Depois de resfriado, o meio foi inoculado com T.
reesei e mantido em estufa regulada a 30°C por um periodo de qua-
tro a cinco dias.

As enzimas foram extraidas com agua destilada, na
proporgao de 1:10 (farelo flingico:agua), por uma hora, no curso
da qual o sistema foi agitado freqﬁentemente com um bastao de vi-
dro, sendo em seguida filtrado em tecido de flanela. 0 filtrado,
contendo as enzimas celuldsicas dissolvidas, teve o valor do pH

ajustado para 6,0 com HC1l 2,0 N, recebeu NaCl na proporgao de
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1,0 % (p/v) e etanol a 96,0 % na proprogao de 1:2,5 (filtrado: e-
tanol). A mistura foi homogeinizada com um bastao de vidro e logo
depois conduzida a um refrigerador a 4,0°C onde permaneceu em re-
pouso por uma noite. No dia seguinte, depois que as enzimas foram
precipitadas no fundo do vaso, o sobrenadante foi drenado, o pre-
cipitado filtrado com o auxilio de papel de filtro a fim de elimi
nar o excesso de liquidos, as enzimas foram transferidas para uma
placa de petri e secadas a temperatura ambiente. Depois de secas,
foram moidas e guardadas num frasco bem vedado em geladeira até
uso.

As enzimas apresentaram uma atividade.de C1 - Ce-
lulase igual a 0,212 mg de aglcares redutores por mg de enzimabru
ta por hora e uma atividade de Cx-celulase igual a 0,162 mg de
agucares redutores por mg de enzima bruta por hora.

A atividade enzimatica em substrato constituido pe
la casca da semente de cacau fermentada e seca foi igual a 0,266

mg de aglUcares redutores por mg de enzima bruta por hora.

3.4.1.1. Determinagao da atividade de Cj-Celulase

A atividade de C1 - Celulase foi determinada pela
capacidade apresentada pela enzima, em degradar papel de filtro
(Whatman n® 1), Toyama, citado por URIETA et alii (75).A metodolo
gia utilizada foi a descrita por MANDELS § STEMBERG (46).

Num tubo de ensaio foram colocados 0,5 ml da solu-
¢ao de enzimas (1,0 mg.ml—1 em tampao citrato 0,05 M e pH 4,8),

1.0 ml de tampao citrato 0,05 M, pH 4,8 e, uma tira de papel de
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filtro Whatman n® 1 de 1,0 x 6,0 cm (50 mg). O tubo foi incubado
em banho-maria a 50°C por uma hora e os aglucares redutores produ-
zidos, foram quantificados pelo método de SOMOGYI-NELSON (53). U-
ma unidade de atividade C1 - Celulase foi definida como os mg de

glicose liberados por mg de enzima bruta por hora.

3.4.1.2. Determinagao da atividade de Cx-Celulase

A atividade de Cx-Celulase foi determinada em su-
bstrato de sodio de carboximetil celulose (CMC) conforme metodo-
logia proposta por REESE et alii (62).

Num tubo de ensaio contendo 4 ml de uﬁa solucgao
de CMC (6,0 mg.ml-1 em tampdo acetato 0,1 M e pH 4,5) foi adicio-
nado 1 ml da solugao de celulases (1,0 mg.ml_l em tampao acetato
0,1 Me pH 4,5) e incubado em banho-maria a 40°c por trinta minu-
tos. Ao final da incubagdo foram retiradas aliquotas para determi
nacao dos acgucares redutores, utilizando o método de SOMOGYI -
NELSON (53).

Uma unidade de atividade Cx-celulase foi expressa

como os mg de glicose liberados por mg de enzima bruta por hora.

3.4.1.3. Determinaga@o da atividade enzimatica na
casca da semente de cacau fermentada ¢ se

ca

A atividade enzimatica foi determinada em substra-

to constituido por cascas de sementes de cacau fermentadssesecas.
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Num tubo de ensaio contendo 50 mg de cascas de se-

mentes de cacau trituradas foi adicionado 10 ml de uma solucgado de
celulases (0,2 mg.ml_1 em tampao citrato 0,05 M e pH 4,8) e incu-
bado em banho-maria a 50°C por uma hora.

Ao final da incubagao, foram retiradas aliquotas
para determinagao dos aglUcares redutores, através do método de
SOMOGYI-NELSON (53).

Uma unidade de atividade enzimatica foi considera-
da como os mg de agucares redutores produzidos por mg de enzima

bruta por hora.
3.4.2. Aplicacao das enzimas

Os parametros utilizados foram:

- relagao peso de sementes secas/
peso ﬁlllido LI B N B 2 0 IR I I RN T REY BN R R BN R TN S RN T T T RN R R ) 53’8%’

GARCIA (22).

- teor de casca da semente ..... Ce et e 12,89,
THE COCOA CHOCOLATE AND CONFECTIONERY ALLIANCE
(9).

- relacao enzima/substrato ...... . 1,0%

DIAS § CASTRO GOMEZ (15).

Numa caixa de madeira (0,60 x 0,60 x 0,60m) for-
rada por um filme plastico, foram colocados 30 kg de sementes de

cacau umidas, recém-fermentadas, onde foi realizado o tratamento
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enzimatico.

A solugdo de enzimas celuloliticas de T. reesei foi
preparada pela dissolugdo de 20,65 g de enzimas em 1.000 ml de a-
gua destilada e a'épiicagio foi feita com o auxilio de um pulveri
zador manual, do tipo utilizado para plantas em vaso. A aplicacgao
das enzimas foi acompanhada por um revolvimento constante das se-
mentes que, antes de serem encaminhadas para a secagem, permanece

ram em repouso na caixa por trinta minutos.
5.5. Determinagdes Fisicas, Quimicas e Fisiolodgicas

3.5.1. Temperatura da massa de sementes de cacau durante

a fermentagao

Com o auxilio de termopares acoplados a um regis-
trador (Grants Instruments London, U.K.), foram realizadas duas
lcituras diarias, as 8:00 e as 16:00 horas, em trés alturas dife-
rentes no centro da massa de sementes: 10 cm abaixo da superficie,

no meio e 10 cm acima do fundo da caixa, LOPEZ (35).
A temperatura considerada foi a média das seis lei

turas diarias feitas pela manha e a tarde.
3.5.2. Teor de umidade das sementes de cacau

Foi utilizado método gravimétrico, baseado na de-
terminagao da perda de peso das sementes submetidas a aquecimento
em estufa graduada a105°c por vinte e quatro horas conforme é re-

alizado pela Divisao de Tecnologia e Engenharia Agricola do CEPEC,
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ITURBE et alii (29).

3.5.3. Acidez e valores do pH da polpa e cotiledones das

sementes de cacau durante a fermentagdo e secagem

Foram utilizadas metodologias descritas por LOPEZ
(35. 41).

A casca, juntamente com a polpa aderente de cin-
quenta sementes, foram retiradas, os cotiledones moidos e 20 g
destes materiais foram pesados separadamente em beckers de 500ml.

O becker, contendo os 20 g de casca mais polpa de-
pois de receber 200 ml de agua destilada, foi levado a um homogei
nizador (CONTRAC - MOD 100 da FANEN), cuja hélice fora modificada
para promover apenas a retirada da polpa sem danificar a casca da
semente. Decorridos cinco minutos, o conteudo do becker foi coado
numa peneira de malha bem fina e o extrato bruto da polpa foi co-
letado. O becker, com os 20 g de cotiledones moidos depois de re-
ceber 200 ml de agua destilada, foi conduzido a um misturador e-
mulsificador (SILVERSON MODEL L2R) onde o conteldo foi homogei-
nizado por dois minutos.

Os extratos brutos da polpa e cotiledones foram
centrifugados por cinco minutos a 13.500 g e aliquotas de 20 ml
dos sobrenadantes foram tomadas para as determinagGes a seguir re
lacionadas: valor do pH - por potenciometria

acidos livres totais - por titulometria com NaOH 0,025

N, até pH 7,0 com potenciometro. Os resultados foram expressos co

mo acido acético.
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acidos volateis - a extragao foi feita por destilagao
a vapor (Fig. 1) e o doseamento por titulometria com NaOH 0,025 N-
até pH 7,0 com potenciometro, em duas porgdes sucessivas de 50 ml
do destilado. Na primeira fracao de 50 ml do destilado foram dosa
dos os acidos volateis livres e,na seguinte, coletada apds a adi-
SO

¢ao de 1 ml de H SN ao residuo da primeira destilagd@o, os aci

2
dos volateis fixos.

4

Na fase .de secagem foram feitas as mesmas determi-

nagoes, apenas para os cotiledones.

i /) \
W 3

VALYUL A ,
)

i

FRASCO ERLENMEYER i
500 ml >
AMOSTRA

{(20mi )

AGUA DESTILADA

(250 m1l )

FIGURA 1 - Aparelho utilizado para a destilacdo a vapor dos daci-

dos volateis.
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As analises de laboratorio foram realizadas em du-
plicatas e no mesmo dia da coleta da amostra.

O Gnico acido volatil importante produzido duran-
te a fermentagao de sementes de cacau € o acético, por isso, os
resul tados foram expressos dessa forma, GRIFFITHS (24) e LOPEZ
(35).

3.5.4. Morte das sementes de cacau durante a fermentagao

Foram tomadas sub-amostras com 500 g de sementes
para a realizacao dos testes de germinagao durante a fermentagao.

Inicialmente, as sementes receberam um tratamento
para liberagao da polpa aderente, MORETON (52). Para tanto, foi
utilizado serragem de madeira seca, bem fina, seguido de lavagens
com agua corrente.

Os testes de germinagao foram feitos em germinado-
res de camara, em nimero de duas repeticdes de 100 sementes, em
substrato de papel de acordo com as normas da DISEM (6).

As camaras foram reguladas a 35°C e a semente foi
considerada morta quando perdeu a capacidade de emitir a radicula

no espago de sete dias, HOLDEN (28) e MORETON (52).

3.5.5. Permeabilidade da casca da semente .de cacau ao éci

do acético durante a fermentagao

A determinagao da permeabilidade da casca da semen

te ao acido acético foi realizada segundo metodologia descrita
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por LOPEZ et alii (43), modificada pelo autor.

0 aparelho utilizado foi contruido em resina de
poliéster transparente e consta, basicamente, de dois blocos A e
B, dotados de celas de 16 mm de diametro por 50 mm de profundida-
de. Na montagem do aparelho, os blocos sao afixados, um ao lado
do outro com parafusos, permitindo que as celas se comuniquem a-
través de um orificio de 12 mm de diametro, o qual é interceptado
pela casca da semente que se quer determinar a permeabilidade. A
vedacao foi feita com o emprego de anéis de borracha de silicone
circundando os orificios de 12 mm nas faces dos blocos que se u-
nem (Fig. 2).

Em nimero de cinco, a casca da semente de cacau
sem a polpa aderente, foi colocada obstruindo o orificio de 12 mm
de diametro entre os blocos A e B, os parafusos foram apertados e
a cela do bloco A recebeu 5 ml de uma solugdo de acido acético a
1% (v/v) e a do bloco B, 5 ml de agua destilada. As celas foram
tampadas e seis horas depois, o material do bloco B foi <coletado
¢ titulado com NaOH 0,01 Ncomoemprego de fenolftaleina como indi
cador.

A permeabilidade da casca da semente de cacau ao
acido ac€tico foi expressa como ng de acido acético por cm? de

casca por hora.
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BLOCO A BLOCO B

B

8% B

DOS DOIS BLOCOS

ANEL_DE_VEDAGAO
CASCA DA SEMENTE

—-__,_J—1| . BARRA_MAGNETICA

4

FIGURA 2 - Aparelho utilizado na determinagao da  permeabilidade
da casca da semente de cacau ao acido acético durante

a fermentacgao.

3.5.6. Celulose hemicelulose e lignina, da casca da semen

te de cacau durante a secagem

A extragao foi feita de acordo com metodologia des
crita por BAILEY (1) e o doseamento pelo método fenol/sulfirico .
DUBOIS et alii (16).

Preparo das amostras: duzentas sementes de cacau
foram cortadas longitudinalmente, submetidas a tratamento com eta
nol absoluto, quente por cinco minutos, na proporgao de 1:4

(p/v) e, em seguida, foram secas em estufa ventilada a 50°C. BAI-

LEY (1) e VAN SOEST (77).
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Depois de secas, as cascas foram separadas manual-
mente dos cotiledones e trituradas. O tamanho da particula da a-
mostra foi tal que passou por peneira ABNT 10 (2,00 mm) e ficou
retida em peneira ABNT 40 (0,42 mm).

Extracdo: em duplicata, foram pesadas 200 mg da
casca da semente de cacau triturada e seca e colocada em frascos
Erlenmeyer de boca larga com capacidade para 250 ml. Em seguida,
foram submetidas 3 fervuras sucessivas em chapa quente com 50 ml
etanol a 80% (v/v) - duas vezes por cinco minutos; 100 ml de a-
gua destilada durante cinco minutos e; 100 ml oxalato de amonio a
0.5% (p/v) por duas horas. Depois de cada tratamento foram reali-
zadas filtragens com papel de filtro, descartando-se os liquidos.

Hemicelulose - o residuo da Gltima filtragem refe-
rida anteriormente foi transferido para um Erlenmeyer com o auxi-
lio de 100 ml de HZSO4 1,0 N e submetido a refluxo em chapa quen-
te por duas horas. Em seguida foi realizada uma filtragem em cadi
nho de vidro filtrante, sendo o hidrolisado coletado e diluido a-
té um volume final de 500 ml, com agua destilada em balao volumeé-
trico, para determinagao da hemicelulose.

Celulose - o residuo anterior retido no cadinho,
foi lavado com acetona e depois de seco recebeu 20 ml de H2504 a
72% (p/p) permanecendo sob hidrdélise por quatro horas a temperatu
ra ambiente. Apds este periodo, o material foil transferido para o
Erlenmeyer com 100 ml de agua destilada e conduzido para refluxo
em chapa quente por duas horas. O conteudo do frasco foi filtrado
em cadinho de vidro filtrante previamente tarado e o hidrolisado

foi diluido para 1000 ml com dgua destilada em baldao volumétrico
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para determinagao da celulose.

Lignina - o cadinho de vidro filtrante com o resi-
duo da determinacao da celulose foi submetido a secagem em estufa
regulada a 105°C até peso constante. O teor de lignina da amostra
foi calculado como sendo o peso do residuo dessecado.

Doseamento - num tubo de ensaio foram colocados 1
ml do hidrolisado, mais 1 ml de uma solucao de fenol a 5% (p/Vv)
e misturados. Em seguida, foi adicionado ao tubo 5 ml de HZSO4
concentrado (d = 1,84), o conteudo foi agitado e deixado em repou
so por dez minutos, & temperatura ambiente. Depois deste periodo,
o tubo foi agitado novamente e conduzido para um banho de agua a
25 - 30°C por vinte minutos. |

A leitura para hemicelulose foi feita a 480 nm, u-
tilizando-se xilose como padrao e para celulose a 490 nm tendo-se

glicose como padrao. , =
3.6. Analises do Produto Final

3.6.1. Classificagao das sementes de cacau por prova de

corte

Amostras contendo 1 kg de sementes secas de cacau,
tratadas e nao tratadas com celulases, foram encaminhadas ao pos-
to de classificagao de cacau da CEPLAC, para classificacgao por

prova de corte, conforme a resolugao 42 do CONCEX (10).
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3.6.2. Avaliagao sensorial

Amostras de cacau, com 4 kg de sementes secas, com
e sem tratamento com celulases, foram encaminhadas a fabrica pilo
to do CEPEC para a preparagao do chocolate destinado a avaliacgao

sensorial.
Preparo do chocolate em barras:

As sementes secas de cacau foram colocadas em ban-
dejas de aluminio com fundo perfurado, em camadas de apenas uma
semente e submetidas a torragdo em estufa, primeiramente a 105° C
por trinta minutos, e em seguida, a 125° C por mais quinze minu-
tos.

Depois de resfriadas, as sementes foram quebradas

€ o nib separado da casca.

A formulagao utilizada foi a seguinte:

(7.3 1A ) 1% 1 ) R U — .1 i I
ACOCHT (SACATOBE) swewiws & & sisiaieesos & 100 g
Manteiga de cacau ....vvevvnenennn 20 g

Depois de pesados, o cacau juntamente com o aclcar,
foram misturados mecanicamente por quinze minutos sob aquecimento
de uma lampada incandescente de 250 W. A pasta resultante foi pas
sada duas vezes num sistema refinador constituido por trés rolos,
ap65 o que, foi adicionada a manteiga de cacau e realizada a con-

chagem por duas horas.
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Em seguida, a massa de chocolate foi derramada so-
bre uma mesa de marmore e, cinco minutos depois, foi colocada nas
formas e compactada em mesa vibratoria. As formas foram guardadas
num refrigerador para o chocolate solidificar e no dia seguinte
as barras foram desenformadas, embaladas em folhas de aluminio e
mantidas sob refrigeragao até o momento do transporte para o labo
ratorio de analise sensorial do DCA/ESAL.

O transporte do chocolate foi feito numa caixa de
isopor e, ao chegar ao laboratdorio, foi guardado em geladeira até

o inicio dos testes.
Testes Organolépticos:

Os testes organolépticos foram iniciados quinze
dias depois da fabricagdo do chocolate e teve como objetivo detec
tar possiveis diferengas entre os produtos preparados com semen-
tes de cacau com e sem tratamento com celulases antes da secagem.

O método de diferenga utilizado foi o teste trian-
gular, conforme descrito por MORAES (51). Os provadores, em nume-
ro de nove, foram selecionados entre funcionarios do DCA/ESAL,
da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) e es
tudantes de pos-graduagao em Ciéncia dos Alimentos e do Instituto
Gammon que, antes da avaliagdo, receberam um treinamento.

Cada degustador, realizou uma série de seis provas,
sendo as amostras apresentadas em grupos de trés, na seguinte or-

dem: ABA; AAB; ABB: BBA: BAB e; BAA. Esta sequéncia foi organiza-

da por sorteio e as amostras identificadas individualmente por um
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nimero cédigo conhecido somente do aplicador do teste.

Os provadores, ao serem admitidos nas cabines de
provas, receberam as amostras em pratinhos e foram informados de
que, em cada grupo, duas eram iguais e uma diferente, sendo- lhes
pedido entdo, para que identificassem a amostra diferente, Ficha

1 A.

3.7. Tratamento Estatistico dos Dados

Os modelos matematicos para estimar as temperatu-
ras, acidez e valores do pH durante a fermentagao das sementes de
cacau foram obtidos pelo método dos polinomios ortogonais.

Determinou-se coeficientes de correlagao de Pearson
entre as variaveis estudadas na fermentagdo das sementes de ca-
cau.

As diferencas entre médias das amostras das semen-
tes de cacau tratadas e nao tratadas com celulases antes da seca-
gem, com referéncia a acidez, valor do pH e aos teores dos biopo-
jimeros da casca, foram avaliadas através do teste t.

Os resultados do teste triangular realizado  para
detectar possiveis diferengas entre as amostras de chocolate pre-
paradas com sementes de cacau com e sem tratamento enzimatico an-
tes da secagem, foram avaliados de acordo com o trabalho de

ROESSLER et alii (65).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

——

4.1. Temperatura da Massa de Sementes de Cacau durante a Fer-

mentagao

As temperaturas registradas na massa de sementes
de cacau durante a fermentagido sao mostradas na Tabela 1 A, en-
quanto que, a curva representativa das variagoes das temperaturas
no curso do processo pode ser vista na Figura 3. Observa-se que
a temperatura comega a subir a partir do primeiro dia da fermenta
¢ao. aproximando-se de 43°C no terceiro dia e que apresenta ten-
déncia de se estabilizar em torno dos 50°C, nos dltimos trés dias
do processo. Estes resultados estao de acordo com informagoes de
QUESNEL & LOPEZ (61), segundo as quais, em boas fermentagoes co-
merciais a temperatura da massa de sementes deve atingir 45 a 48°
C em aproximadamente tres dias, devendo manter-se proxima a estes
valores no restante do periodo fermentativo.

Por outro lado, a temperatura da massa de sementes
se eleva porque as principais reagoes metabdolicas na polpa sao
exotérmicas, sendo importante o controle da aeragao para uma pro-

ducao adequada de calor (8, 32, 60).
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FIGURA 3 - Curva representativa das variagoes da temperatura da

massa de sementes de cacau, durante a fermentagao.

Assim sendo, de acordo com FORSYTH § QUESNEL (20),
o calor liberado para cada grama de molécula de substancia oxida-

da na degradagao da glicose a CO2 e agua, se comporta da seguinte

forma:

He xose ——17—9 etanol ——ir—a acido acetico 3 CO,+agua

17,8 Kcal 118,2 Kcal 209,4 Kcal
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Estas informagdes demonstram que a produgao de ca-
lor na fase inicial da fermentagio, dominada pelas leveduras, &
baixa, s6 aumentando quando as bactérias produtoras de acido aceé-
tico se tornam dominantes. Com efeito, os dados das Tabelas 1A e
2A. permitem determinar um coeficiente de correlagao r = 0,91
(p<0,01) entre a temperatura da massa de sementes e 0sS acidos
volsgéis totais (acético) da polpa o que significa dizer que
82,81% das variagdes observadas na temperatura podem ser atribui-
das asvariagdes nos teores de acido acético na polpa durante o pro

cesso fermentativo.

4.2, Acidez e Valores do pH da Polpa e dos Cotiledones das Se-

mentes de Cacau durante a Fermentagao
4.2.1. Acidez da polpa e dos cotiledones

As variagoOes nos teores dos acidos volateis livres,
acidos volateis fixos e dcidos livres totais da polpa e cotiledo-
nes das sementes de cacau no curso da fermentagao, estao represen
tadas pelas curvas mostradas nas Figuras 4, 5 e 6 respectivamente,
ajustadas a partir dos dados da Tabela 2A. Ja as analises de vari
ancia das regressdes polinomiais se acham resumidas na Tabela 3A.

Observa-se uma tendéncia para crescimento nos teo-
res dos acidos voldteis livres tanto na polpa quanto nos cotiledo
nes (Figura 4) até o sexto dia da fermentagao, enquanto que, o0s a

cidos volateis fixos da polpa e cotiledones (Figura §5) crescem
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coﬁ tendéncia a se estabilizarem no final do processo fermentati-
vo. Por outro lado, os teores dos acidos livres totais da polpa e
cotiledones (Figura 6) depois de passarem por um minimo  proximo
ao segundo e ao primeiro dia da fermentacdo respectivamente, mani
festaram tendéncia a aumentar até o ultimo dia do processo.

Os teores dos acidos: volateis livres, volateis fi
X0S e livres totais da polpa e cotiledones das sementes de cacau
no final da fermentagao foram: 0,591 e 1,020%; 0,373 e 0,721% e;
1,142 e 2,216% respectivamente, conforme podem ser vistos na Tabe
la 2A. Entretanto, depois de secas, os teores destes acidos nos
cotiledones das sementes de cacau cairam para: 0,790%; 0,649% e
1,818% respectivamente, conforme demonstram os dados da Tabela
4A.

Por falta de padronizagao dos métodos, cada pesqui
sador expressa a acidez em sementes de cacau da forma que dese-
jar, o que dificulta muito a comparagao de dados. LOPEZ (41) em
trabalho realizado no CEPEC, expressou seus resultados em milie-
quivalentes (meq.) de NaOH por 100 g de cotiledones. O produto se
co, apos seis dias de fermentagao, apresentou os seguintes teores
de acidos: volateis livres, 14,75 meq.; volateis fixos, 3,94 meq.
e; livres totais, 21,0 meq. por 100 g de cotiledones. Ja nas nos-
sas condigoes experimentais, a acidez das sementes fermentadas e
secas (7,0 a 8,0% de umidade) expressa da mesma forma foi: acidos
volateis livres, 12,25 meq.; acidos volateis fixos, 10,06 meq. e;
acidos livres totais, 28,19 meq. de NaOH por 100 g de cotiledones.

Assim sendo, o produto obtido caracteriza-se como acido, uma vez
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FIGURA 6 - Curvas representativas das variagGes nos teores de aci
dos livres totais na polpa e cotiledones das sementes

de cacau, durante a fermentagao.
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que, de acordo com informagdes de LOPEZ §&§ PASSOS (39) e de LOPEZ
(42), a faixa de acidez desejada pelos manufatores de chocolate
situa-se de 12 a 15 meq. de NaOH por 100 g de cotiledones de aci-
dos livres totais.

Entretanto, de acordo com BIEHL (4), a quantidade
de 3cido acético acumulada nos cotiledones das sementes de cacau
depende da concentragao deste idcido na parte de fora e do tempo
gasto para difundir para dentro da semente. Dessa forma, em traba
lho realizado por GRIFFTHS (24} foi observado que a produgao maxi
ma de acido acético situou-se entre o quarto e o quinto dia do
processo fermentativo, caindo depois, e que, toda vez que O acido
acético aumentava na polpa, havia um aumento correspondente deste
icido nos cotiledones. Assim sendo, a partir dos dados da Tabela
2A, determinou-se um coeficiente de correlagao Y = 0,987
(p<0,001), entre as quantidades de dcido acético no interior da
semente e as quantidades na polpa, significando qug;97,24% das
variagoes nos teores de icido acético dos cotiledones se devem as
variagdes nos teores deste acido na polpa durante a fermentagao.

Por outro lado, BERBERT (3) chama a atengao sobre
a importancia da composigao da polpa da semente de cacau para O
processo fermentativo. O autor argumenta sobre a conveniéncia de
se aguardar alguns dias entre a colheita e a quebra dos frutos
(trés a seis), justamente para que haja uma redugao na quantidade
de liquidos em torno das sementes € se processem algumas modifica
coes nos agucares da polpa, transformacdes, que seriam responsa-

veis pelas fermentagoes mais rapidas, observadas nas circunstan-
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cias referidas.

Sendo assim, nas nossas condigoes experimentais,
com frutos quebrados com apenas um dia pos-colheita, pode-se admi
tir uma fermentagdo mais moderada das sementes de cacau, entre-
tanto, nao ha indicios de prejuizos para o processo. Durante os
seis dias da fermentagdo, nio houve queda na produgdo de acidos,
indicativo de que o substrato n3ao foi totalmente consumido pelos

microorganismos no periodo em questao.
4.2.2, Valores do pH da polpa e dos cotiledones

As informagdes sobre as variagoes nos valores do
pH da polpa e cotiledones das sementes de cacau durante a fermen-
tacao estao contidas na Tabela 2A e na Figura 7, enquanto que, as
analises de variancia das regressoes polinomiais podem ser vistas
na Tabela 3A.

As curvas da Figura 7 indicam que o valor do pH
dos cotiledones apresentou uma tendencia a cair de 6,22 para 4,59
entre a fase inicial do processo e o sexto dia da fermentagao, en
quanto que, o valor do pH da polpa manifestou tendéncia a aumen-
tar de 3,61 para 4,51 no mesmo periodo. Tendéncias semelhantes fo
ram observadas por SHEPHERD (73), ao constatar durante o processo
fermentativo que o valor do pH dos cotiledones caiu de 6,42 para
4,74 e o da polpa aumentou de 3,80 para 4,34 no espago de seis

dias.
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FIGURA 7 - Curvas representativas das variagoes nos valores do pH
da polpa e dos cotiledones das sementes de cacau, du-

rante a fermentagao.

Na Tabela 3 podem ser apreciadas as correlagoes en
tre os valores do pH da polpa e dos cotiledones das sementes de
cacau versus acidez, no curso da fermentagao.

0 valor baixo para o pH da polpa na fase inicial
da fermentacdo de acordo com informagoes de ROELOFSEN (64) e de
SHEPHERD (73) deve-se quase que exclusivamente a presenga do aci-

do citricc que € encontrado de forma natural na polpa da semente
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de cacau. Segundo os autores, em consequencia da atividade dos

microorganismos na polpa, o acido citrico vai sendo substituido
pelos acidos menos dissociados ldtico (numa extensao muito limita
ta) e acético, o que determina um aumento gradual no valor do pH
da polpa, o qual, nos estagios subsequentes do processo fermenta-
tivo, ira refletir a concentragdo do dcido acético em particular.
Ji a queda no valor do pH dos cotiledones de acordo com BIEHL
(4) e QUESNEL (58), deve-se principalmente ao acido acético que
é absorvido pelas sementes durante a fermentagao.

Os dados da Tabela 3 indicam que a melhor correla-
cdo apresentada, em ordem de importancia, foi com o grupo de aci-
dos volateis e, dentre estes, com os fixos. Também observou-se um
alto grau de correlagdo entre o valor do pH dos cotiledones e os
cidos livres totais dos cotiledones, enquanto que, um baixo grau
entre o valor do pH da polpa e os acidos livres totais da polpa.
Constzta-se ainda, que o coeficiente de correlagao entre os valo-
res do pH e a acidez da polpa foi positivo, enquanto que, entre
os valores do pH e a acidez dos cotiledones foi negativo.

Assim sendo, os resultados evidenciam que, os valo
res do pH da polpa e cotiledones das sementes de cacau durante a
fermentacao foram altamente correlacionados com os teores de aci-

do acetico da polpa e cotiledones, respectivamente.
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dos

cotiledones das sementes de cacau versus acidez duran-

te a fermentacao

Variaveis

Nivel de
R -~
Dependente Independente Significancia
pH da polpa Ac.vol.livres polpa 0,899 <0,01
pH da polpa Ac.vol.fixos polpa 0,942 <0,01
pH da polpa Ac.vol.totais polpa 0,928 <0,01
pH da polpa Ac.livres tot. polpa 0,589 <0,20
pH dos cotiledones Ac.vol.livres cotil. -0,930 <0,01
pH dos cotiledones Ac.vol.fixos cotil. -0,991 <0,001
pH dos cotiledones Ac.vol.totais cotil. -0,978 <0,001
pH dos cotiledones Ac.livres tot.cotil. -0,963 <0,001

goes experimentais, com um dia de fermentagao todas as

4.35. Morte das Sementes de Cacau no Curso da Fermentacgao

Na Figura 8 pode-se observar que nas nossas condi-

sementes

continuavam vivas, com dois dias, 15% se achavanm mortas, enquanto

que, com tres dias, 96% delas haviam morrido.

Estes resultados se comparam com os obtidos

HOLDEN (28) que, trabalhando com amostras coletadas na parte

por

de

cima da caixa, constatou apés vinte horas de fermentagcao, que to-
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das sementes se achavam viaveis, com quarenta e quatro horas, 33%
estavam mortas e com sessenta e oito horas, todas as sementes ha-
viam morrido. Em trabalho posterior, QUESNEL (59) confirmou estas
tendéncias com relagdo ao tempo necessirio para a morte das semen
tes quando verificou, apds dezoito horas de fermentagdo, que to-
das as sementes continuavam vivas, com quarenta e duas horas, 25%
haviam morrido e depois de sessenta e seis horas, todas as semen-

tes se encontravam mortas.
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FIGURA 8 - Grafico representativo da evolugao da morte cas semen-

tes de cacau, no curso da fermentagao.

Na Tabela 4 sao mostradas as correlagGes entre: mor
te das sementes versus temperatura da massa e acidez da polpa e

cotiledones das sementes de cacau durante a fermentacgao.
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TABELA 4 - Correlagdes (R) entre as variaveis: morte das sementes
versus temperatura da massa e acidez da polpa e cotile

dones das sementes de cacau durante a fermentagao.

Variaveis . Nivel de
Dependente Independente Significancia

Morte sementes Temperatura da massa 0,986 < 0,001
Morte sementes Ac.volateis livres polpa 0,851 <0,02
Morte sementes Ac.volateis fixos polpa 0,820 < 0,05
Morte sementes Ac.livres totais polpa 0,439 < 0,40
Morte sementes Ac.volateis liv.cotil. 0,702 < 0,10
Morte sementes Ac.volateis fix.cotil. 0,885 < 0,01
Morte sementes Ac.livres tot.cotil. 0,743 < 0,10

Os dados da Tabela 4 evidenciam que os fatores que
mais se correlacionaram, em ordem de importancia, com a morte das
sementes foram: temperatura da massa (r=0,986), acidos volateis
fixos dos cotiledones (R=0,885) e acidos volateis livres da polpa
(R=0,851). Também foram observadas boas correlagdes com os  aci-
dos: volateis fixos da polpa, livres totais dos cotiledones e vo-
lateis livres dos cotiledones, entretanto, verificou-se um baixo
grau de correlagido com os acidos livres totais para polpa. Estes
resultados confirmam informagoes de MORETON (52) e de QUESNEL

(59) que, além do etanol consideram o acido acético (volateis)
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produzidos pelos microorganismos e a temperatura alcangada pela

massa de sementes como os agentes responsaveis pela morte das se-
mentes de cacau no curso da {fermentagao.

Sendo assim, as informagoes contidas na Figura 8
mostram que o tempo em que ocorreu maior porcentagem de sementes
sendo mortas situa-se entre o segundo e o terceiro dia do proces-
S0 férmentativo e que, os fatores que mais se correlacionaram com
a morte das sementes, em ordem de importancia, foram: temperatura
da massa de sementes, acidos volateis fixos dos cotiledones e aci

dos volateis livres da polpa.

4.4, Permeabilidade da Casca da Semente de Cacau ao Acido Ace-

tico durante a Fermentagao

Na Figura 9, pode-se constatar que a casca da se-
mente de cacau mostrou-se francamente permeavel ao acido acético

até o segundo dia da fermentagdo, e que, entre o segundo e o ter-

‘ceiro dia do processo, a permeabilidade caiu abruptamente de

442,18‘para 48,62 Mg de acido acético por cm2 de casca por hora,
mantendo-se em niveis baixos até o final do processo fermentativo.

Esta queda acentuada na permeabilidade da casca da
semente coincidiu com o tempo em que se observou maior percenta-
gem de sementes sendo mortas, conforme demonstram os dados da Ta-
bela 5. Tendéncia semelhante ja havia sido constatada por  LOPEZ

(40), entretanto, a permeabilidade foi expressa em unidades de a-

rea obtidas em cromatogramas.
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da casca da semente de cacau ao acido acetico durante

a fermentacgao.
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TABELA 5 - Comportamento da permeabilidade da casca da semente de
cacau ao acido acético frente a morte das sementes no

curso da fermentagao.

Tempo de~ Variaveis
Fermentagao
(dias) Permeabilidade 1/ Sementes Mortas 2/

0 596,96 0,00
1 526,20 0,00
2 442,18 15,00
3 48,62 96,00
4 47,04 100,00
5 64,28 100,00
6 | 61,42 100,00

1/ om pg de dcido acético, cm™? casca.hora™!

2/

=" em percentagem

Na Tabela 6, sao apresentadas as correlagoes entre
as variaveis: permeabilidade da casca da semente de cacau ao aci-
do acético versus temperatura, morte das sementes e acidez e va-
lor do pH da polpa durante a fermentacao.

De acordo com informagoes de FORSYTH (17) e de
QUESNEL (59), com a morte das sementes de cacau os polifendis e
as enzimas sao liberadas das células onde se encontram armazena-

das, catequinas sdo parcialmente perdidas por exsudagdo através da
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testa e o exsudato e a casca da semente tomam a coloragao marrom
quando as catequinas sao oxidadas enzimicamente sob as condigoes
aerdbicas que prevalecem na testa. Em trabalho posterior KIM &
KEENEY (33) constataram em sementes de cacaueiros hibridos
"Trinidad-Jamaicano", coletadas em varios estagios da fermentagao
um declinio acentuado de (-)-epicatequina entre o segundo e o ter
ceiro dia da fermentacdo e que, a essa diminuigao correspondia um
aumento desta catequina na casca da semente, o que vem reforgar a
informagao anterior. Por outro lado, MARBACH § MAYER (49), estabe
leceram uma realagdo entre a permeabilidade de cascas de sementes
de plantas do género Pisum a agua, com o conteudo de fenolicos
nelas existentes e o nivel de oxidagao desses compostos. Eles cons
tataram que naquelas espécies cujas sementes sao normalmente im-
permedveis A agua, as cascas contém um alto conteudo de fendlicos
e de catecol oxidase. Quando essas sementes foram secas na ausén-
cia de oxigénio, as cascas se mostraram totalmente permeaveis a
agua e nao mudaram a coloragao de verde para marrom. Os autores
sugerem entdo que a oxidacdo enzimdtica dos constituintes fenoli-
cos na fase de secagem pode tornar a casca da semente impermeavel
a agua e, além disso, informam que os processos oxidativos podem
causar mudangas estruturais.

De forma semelhante, pode-se admitir que a oXxida-
¢ao enzimatica dos compostos fendlicos na casca que se verifica
apos a morte das sementes, poderia contribuir de alguma forma pa-
ra reduzir a permeabilidade da casca da semente de cacau ao acido

acético durante a fermentagao.



54

TABELA 6 - Correlacdes (R) entre as variaveis: permeabilidade da
casca da semente de cacau ao acido acético versus tem-
peratura, acidez e valor do pH da polpa e morte das sg¢

mentes durante a fermentagao.

Variaveis Nivel de
R -~
Dependente Independente Significancia
Perm. casca Temperatura -0,977 < 0,001
Perm. casca Aﬁ.voléteis livres polpa -0,829 < 0,05
Perm. casca Ac.volateis fixos polpa -0,786 <0,05
Perm. casca Ac.livres totais polpa -0,411 < 0,40
Perm. casca Valor pH da polpa -0,909 <0,01
Perm. casca Morte das sementes -0,994 < 0,001

Os dados da Tabela 6 mostram que a melhor correla-
¢ao apresentada, em ordem de importancia, foi com a morte das se-
mentes (r=-0,994), indicando que 98,30% das variagoes ocorridas
na permeabilidade da casca podem ser atribuidas as transformagoes
ocorridas com a morte das sementes durante a fermentagao. Verifi-
ca-se também um alto grau de associagao com a temperatura, valor
do pH da polpa e com o grupo de acidos volateis da polpa, enquan-
to que, um baixo grau com os acidos livres totais da polpa. Entre
tanto, consultando-se os dados da Tabela 4, pode-se constatar que

as variaveis: temperatura da massa, acidos volateis livres e fi-
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xos da polpa e acidos livres totais da polpa manifestaram a mes-
ma tendencia em relagdo ao grau de correlagdo com a morte das se-
mentes. Por outro lado, o alto grau de associagao entre a permea-
bilidade da casca e o valor do pH da polpa, reflete as correla-
¢oes entre o valor do pH da polpa com o grupo de acidos volateis
da polpa (Tabela 3) e entre estes e a morte das sementes (Tabela
4). Por conseguinte, a permeabilidade da casca da semente de ca-
cau ao acido acftico durante a fermentagao foi afctadapela morte das se-
mentes. Sugere-se, uma associagao entre a queda na permeabilidade
com a oxidagao enzimatica de compostos fendolicos na casca, que

acontece apds a morte das sementes de cacau.

4.5. Acidez e valor do pH dos Cotiledones das Sementes de Ca-
cau Tratadas e ndao Tratadas com Celulases antes da Seca-

gem

As informagoes sobre a acidez e o valor do pH dos
cotiledones das sementes de cacau, com e sem tratamento enzimati-
Co antes da secagem, encontram-se na Tabela 4A, enquanto que, a
andlise estatistica dos dados € mostrada na Tabela 7.

Os resultados indicam que as diferengas entre as
variaveis foram ndo significativas por efeito do tratamento reali
zado com as enzimas antes da secagem das sementes de cacau.

Os dados da Tabela 8 evidenciam que houveram per-
das de acidos durante a secagem das sementes de cacau, o que con-

firma informagGes de ROELOFSEN (64) com relacdo ao acido acético
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e de PASSOS § LOPEZ (54) ndo so com relacdo ao acido acético, co-

mo também, aos livres totais.

TABELA 7 - Analise estatistica (teste t) para verificar o efeito
da adigdo de celulases antes da secagem sobre a acidez

e 0 valor do pH das sementes de cacau.

_ Médias dos Tratamentos 1/
Variaveis G.L.

Com celulases Sem celulases

Acidos volateis livres 0,8720 a 0,9316 a 12
Acidos volateis fixos 0,6676 a 0,6974 a 12
Acidos livres totais 1,8976 a 2,0006 a 12
Valor do pH 4,5420 a 4,5000 a 12

As médias seguidas por letras iguais na mesmalinha nao diferem
entre si pelo teste t (p <€0,10).

1 . ~ o~ - .
Y Acidos: em percentagem com relagao a matéria seca (semente).
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TABELA 8 - Perdas de acidez durante a secagem das sementes de ca-

cau tratadas e nao tratadas com celulases.

Perdas de Acide:z 1/
Variaveis
Com celulases Sem celulases
Acidos volateis livres 24,12 22,55
Acidos volateis fixos 12,76 9,98
Acidos livres totais 22,29 17,96
l/em percentagem com relagao ao contelido inicial.
Apesar de que, do ponto de vista estatistico, as

diferencas tenham sido ndao significativas por efeito da adigao de
celulases, observa-se que a perda de acidos sempre foi maior nas
sementes que receberam o tratamento enzimatico, o que estaria in-
dicando, alguma modifica¢ao na estrutura da casca, facilitando a
eliminagao dos acidos.

Por outro lado, constatou-se que durante a secagem
a umidade das sementes caiu de 90,04% para 7,58% e 7,53% (base se
ca) respectivamente, para as amostras com € sem tratamento pelas
enzimas. Juntamente com a agua perdida devem ter sido arrastados
alguns acidos, que assim também contribuiu para a redugao da aci-

dez das sementes de cacau no processo de secagem.
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4.6. Biopolimeros da Casca da Semente de Cacau durante a Seca

gem

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina da
casca da semente, das amostras com e sem tratamento por celula-
ses coletadas durante a secagem, sdao mostradas na Tabela 5A.

Na Tabéla 9 sdo apresentados os resultados da ana-
lise estatistica realizada para verificar o efeito do tratamento
enzimitico sobre os teores dos biopolimeros da casca da semente
de cacau na fase de secagem.

Observa-se que ha diferengas significativas para
celulose e lignina aos niveis de 6% e 1% de probabilidade respec-
tivamente. Entretanto, nao foi constatada diferenca significativa
para a hemicelulose. A perda de celulose verificada na casca das
sementes tratadas com celulases antes da secagem, estaria indican
do uma atividade destas enzimas na casca. Entretanto, a diferenga
nio significativa nos teores de hemicelulose entre as duas amos-
tras demonstra que o sistema enzimatico do T. reesei utilizadopra
ticamente ndo apresentou atividade xilanase.

Por outro lado, foram constatadas atividades Cl e
Cx por estas enzimas em substratos puros, como também, atividade
na casca da semente de cacau fermentada e seca conforme foi des-
crito no sub-item 3.4. deste trabalho.

Ja a diferenca significativa nos teores de lignina, entre
as duas amostras, pode ser atribuida principalmente a degradagao da celu-

lose na casca das sementes que receberam o tratamento enzimatico.
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Além disso, pode-se admitir que o teor mais elevado de lignina na
casca das sementes que foram tratadas com celulases antes da se-
cagem, teria também alguma relagao com modificagdes no metabolis-

mo dos fendlicos, acarretando lignificagao.

TABELA 9 - Analise estatistica (teste t) para verificar o efeito
da adigdo de celulases antes da secagem sobre os teo-

res dos biopolimeros da casca da semente de cacau.

. Médias de Tratamentos 1/
Variaveis G.L.
Com celulases Sem celulases
Celulose* 15,6086 a 17,3000 b 12
Hemicelulose 7,6929 a 7,8757 a 12
Lignina** 15,3500 a 12,2486 b 12

As médias seguidas por letras iguais na mesma linha nao dife-
rem entre si pelo teste t (p < 0,10).

* t significativo ao nivel de 6% de probabilidade.
*+ t gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade.

1 ~ = - .
-/ em percentagem com relacao a materia seca.
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4.7. Analises do Produto Final

4.7.1. Classificacao das sementes de cacau por porva de

corte

Os resultados da classificagao das amostras de se-
mentes de cacau, tratadas e nao tratadas com celulases antes da
secagem, feita pelo Posto de Classificagao de Cacau da CEPLAC, en
contram-se transcritos na Tabela 10.

Os dados mostram que nao houve diferenga na clas-
sificagao entre as amostras com e sem tratamento enzimatico antes
da secagem. Em ambos os casos o cacau foi classificado como do ti
po I (Superior) de acordo com a resolugao 42 do CONCEX (10) que
define o produto em questao como constituido de amendoas fermenta
das, secas, com o maximo de 8% de umidade, com aroma natural, nao
contaminado com odores estranhos, admitindo-se a tolerancia dos
seguintes defeitos:

a) Amendoas mofadas e danificadas por insetos, to-
tal maximo de 4% contadas (e ndo pesadas) e nao mais de 2% de ca-
da defeito isoladamente, sem que a soma ultrapasse aquele maximo;

b) Améndoas ardosias,maximo de 2% contadas;

c) Améndoas germinadas, achatadas e/ou com outros
defeitos, nao ultrapassando sua soma, o total maximo de 2% conta-

das.
Entretanto, pode-se constatar pelo ensaio de cor-

te, algumas diferengas na coloragao dos cotiledones entre as duas

amostras. Resultados experimentais obtidos por LOPEZ (36), mos -
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tram uma série de limitagOes desse sistema de classificagdo, jus-
tamente por nao considerar a caracteristica cor dos cotiledones.
Assim sendo, de acordo com FORSYTH (17) e FORSYTH § QUESNEL (19)
as reagoes que determinam a cor das sementes de cacau se iniciamna
fermentagdo, com a hidrolise enzimatica dos pigmentos antociani-
cos violeta dos cotiledones, que assim adquirem uma coloragao
mais clara e se complementam na secagem quando a cor marrom carac
teristica € desenvolvida pela agdo de um sistema polifenoloxidase
que € ativo quando o oxigénio tem acesso aos cotiledones. Por con
seguinte, as modificagoes provocadas pelas enzimas celuldsicas na
casca da semente durante a secagem, podem ter interferido de al-
guma forma na oxidagao enzimatica dos polifendis nos cotiledones,
ja que, as percentagens de sementes totalmente marrom e parcial-
mente marrom vistas na Tabela 10, foram menores na amostra que re
cebeu o tratamento enzimatico antes da secagem. Mesmo assim, a a-
digao de celulases nao interferiu no resultado final da classifi-
cagao das sementes de cacau através da prova de corte, sendo am-

bas. classificadas como do tipo I (Superior) para exportagao.

4.7.2. Avaliagao sensorial

Os resultados do teste triangular realizado com a-
mostras de chocolate em barras, preparadas com sementes de cacau
tratadas e nao tratadas com celulases antes da secagem sao mostra

dos na Tabela 6A.

De um total de cinquenta e quatro julgamentos, a
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TABELA 10 - Resultado da classificagao por prova de corte das a-
mostras de sementes de cacau tratadas e nao tratadas
com celulases, fermentadas e secas, realizada pelo

Posto de Classificacao da CEPLAC.

Amostra

I TEM
Com celulases Sem celulases

Caracteristicas gerais:

- peso médio de uma semente (g) 1,03 1,03
- teor de umidade (3%) 7,8 7,4

- aspecto externo bom bom

- aroma natural natural

Enszio de corte (média 300 se-

mentes):

~ sementes totalmente marrom (%) 21,0 30,0

- sementes parcialmente marrom (%) 45,0 50,0

- sementes de cor violeta (%) 34,0 20,0
Classificagao (tipo) Superior Superior

a amostra diferente foi identificada quinze vezes, indicando que
nao houve diferenga significativa nas caracteristicas organolépti
cas entre as duas amostras, ac nivel de 5% de probabilidade,
ROESSLER et alii (65).

Este resultado confirma os obtidos anteriormente



63

através das analises quimicas para acidez e da classificagao das
sementes por prova de corte, que demomstraram nao existir diferen
cas entre as sementes de cacau com e sem tratamento enzimatico an

tes da secagem.



S. CONCLUSOES

Nas condigdes em que este trabalho foi desenvolvi-
do e com base nos resultados experimentais, sao feitas as seguin-

tes conclusoes:

5.1. A permeabilidade da casca da semente de cacau ao acido
icético durante a fermentacdao foi afetada pela morte das semen-

tes.

5.2. 0s fatores que mais se correlacionaram com a morte das
sementes de cacau, em ordem de importancia, foram: temperatura da
massa de sementes, acidos volateis fixos dos cotiledones e acidos

volateis livres da polpa.

. 5.3. A perda na permeabilidade da casca da semente de cacau ao
acido acético observada durante o processo fermentativo nado preju
dicou a absorgao pelos cotiledones, do acido acético, nem a dos
dcidos livres totais, portanto admite-se a existéncia de outro fa

tor controlando a absorgao destas substancias.
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5.4. 0 tratamento feito com celulases de Trichoderma reesei QM

9414 as sementes de cacau antes da secagem, promoveu mudangas nos
teores dos biopolimeros da casca da semente, entretanto, nao foi
capaz de reduzir a acidez do produto final aos niveis desejados

pelo mercado importador.

5.5. Os chocolates produzidos com sementes de cacau com e sem
tratamento enzimatico antes da secagem, nao apresentaram diferen

cas significativas em suas caracteristicas organolépticas.

5.6. O tratamento enzimatico nao afetou a qualidade das semen-
tes de cacau com vistas a exportagdo. Ambas as amostras foram

classificadas como do tipo I (superior).



6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Visto que, nao sao conhecidos ainda os fatores res
ponsaveis pela acidez elevada do cacau produzido no Brasil, seria
interessante desenvolver novas pesquisas direcionadas aos seguin-
tes aspectos:

1. Influéncia do perido pds-colheita e do estadio

de maturagao do fruto na acidez do produto final;

2. Fermentagao das sementes de cacau com a utiliza
gao de aditivos;

3. Levantamento da microflora envolvida na fermen-

tacao das sementes de cacau;

4. Transformagoes bioquimicas dos carboidratos das
sementes no periodo entre a colheita e a quebra dos frutos de ca-

cau e durante o processo fermentativo;

5. Avaliagao dos materiais genéticos existentes nas
estagoes experimentails da CEPLAC, com relacdo a acidez das semen-

tes no curso da fermentagdo, e

6. Desenvolvimento de novos sistemas de fermenta-
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cdo, visando reduzir a acidez das sementes de cacau durante o pro

cesso.



7 RESUMO

Este trabalho teve como objetivos determinar o e-
feito de alguns fatores sobre a permeabilidade da casca da semen-
te de cacau ao acido acético durante a fermentagao e verificar o
efeito da adigdo de celulases, antes da secagem, sobre a acidez e
a qualidade do produto final.

As sementes de cacau, depois de extraidas dos fru-
tos colhidos no estadio maduro, foram fermentadas em caixas de
madeira por seis dias e amostras foram coletadas diariamente para
determinagoes do momento da morte das sementes, acidez e valores
do pH da polpa e cotiledones e permeabilidade da casca da semente
ao acido acético. Também foram feitas leituras diarias da tempera
tura da massa de sementes em fermentagao.

Concluida a fermentagao, 30 kg de sementes Umidas

foram tratadas com celulases de Trichoderma reesei QM 9414 e sub-

metidas a secagem continua num secador de lampadas incandescentes
por 116 horas. Outra porgao de igual peso sem receber qualquer
tratamento foi secada de igual forma como testemunha. Durante a

secagem, foram retiradas amostras para determinagoes do teor de
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umidade, acidez e valor do pH dos cotiledones e biopolfmeros da
casca da semente. Amostras, de ambos os produtos, fermentados e
secos também foram colhidas para classificagao das sementes por
prova de corte e fabricagao de chocolate para avaliagao sensori
al.

A acidez da polpa e cotiledones das sementes de ca
cau mostrou uma tendéncia a aumentar durante o processo fermenta-
tivo. Entretanto, o valor do pH dos cotiledones caiu de 6,3 para
4,6 enquanto que o da polpa, aumentou de 3,6 para 4,5. As anali-
ses demonstraram que a permeabilidade da casca da semente de ca-
cau ao acido acético caiu de uma média de 442,18 para 48,62 g
de acido aceético por cm2 de casca por hora entre o segundo e o
terceiro dia do processo. Esta queda foi altamente correlacionada
com a morte das sementes no curso da fermentagao.

A adigao de celulases antes da secagem modificou
os tcores dos biopolimeros da casca da sementes, entretanto, nao
foi suficiente para reduzir a acidez do produto final aos niveis
desejados pelo mercado importador, conforme demonstram os resulta
dos das analises quimicas. Mesmo assim, ambas as amostras foram
classificadas por prova de corte como do tipo I (Superior) para
exportagao e o painel organoléptico ndo detectou diferengas sig-
nificativas entre os chocolates com elas preparados. Os teores de
acidez dos cotiledones das sementes fermentadas e secas, com e
sem tratamento enzimatico, foram: acidos volateis livres, 0,774 e
0,790%; acidos volateis fixos, 0,629 e 0,649% e: acidos livres to

tais, 1,722 e 1,818%, respectivamente.



8. SUMMARY

The objective of this work was to determine the
effect of some fators on the permeability of the seed coat of
cacao to acetic acid during fermentation, and to verify the effect
of the addition of cellulases before drying on the acidity and
the quality of the final product.

The cacao beans, after being extracted from fruits
harvested in the mature state, were fermented in wooden boxes for
siXx days and samples were taken daily to determine the moment in
which seed death occurred, the acidity and pH values of the pulp and
cotyledones and permeability of the seed coat to acetic acid.
Daily temperature readings of the mass of fermenting seeds were
also taken,

At the conclusion of fermentation, 30 kg of moist

seeds were treated with cellulases of Trichoderma reesei QM 9414,

and submitted to continuous drying in a dryer with incandescent
lamps for 116 hours. Another portion of equal weight not subjected
to any treatment was dried in the same manner as a control.

During drying samples were removed for the determinations of
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moisture level, acidity, and pH value of the cotyledons and seed
coat biopolymers. Samples of both of the cured cacao beans were
also taken for the classification of the beans by the cut test
and fabrication of chocolate for sensorial evaluation.

The acidity of the pulp and cotyledons of the cacao
beans showed a tendency to increase during the fermentation
process. However, the pH value of the cotyledons decrease from
6,3 to 4,6 whilst that of the pulp increased from 3,6 to 4,5. The
analyses demonstrated that the permeability of the cacao seed coat
to acetic acid decreased from a mean of 442,18 to 48,62_Pg acetic
acid/cm2 of seed coat/hour between the second and third day of
the process. This decrease was highly correlated with the death
of the seeds during the course of fermentation.

The addition of cellulases before drying modified
the level of the seed coat biopolymers, however, it was not
sufficient to reduce the acidity of the final product to the
levels desired by the import market, as showm by the results of
the chemical analyses. Despite this both of the samples were
classified by the cut test as grade I (Superior) for export and
the taste panel did not detect significant differences between
the chocolate prepared from them. The levels of acidity of the
cotyledons of the cured beans, with and without enzyme treatment
werc: free volatile acids, 0,774 and 0,790%; fixed volatile acids,
0,629 and 0,649% and; total free acids, 1,772 and 1,818%

respectively.
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Ficha utilizada na avaliagao sensorial das amostras de
chocolate em barras, preparadas com sementes de cacau

tratadas e nao tratadas com celulases antes da secagem

TESTE TRIANGULAR

DATA: / /

(C2Y

Em cada prova, duas amostras sao iguais e uma

diferente. Faga um circulo em volta da amostra diferente.

PROVA

2a.

3a,

N? DA AMOSTRA

COMENTARIOS:




TABELA 1A - Temperaturas registradas na m

assa de sementes de cacau durante a fermentagao.

Tempo de

Hora da Temperaturas (°€)

Ferment. ettt Medias s M

(dias) Parte de Cima Meio Fundo (%)
8:00 25 .17 25,2 23,5

0 24,8 3,39
16:00 25,0 25,4 A 0 |
8:00 2549 23,9 23,0

1 25,0 8,68
16:00 29,0 24,6 23,8

, 8§:00 3351 24,6 23,8 e 5 15,82

16:00 3052 35,3 38,3 ' ’

8:00 i 42,9 39,8

3 44,1 6,13
16:00 47,4 45,8 45,6

A 8:00 49,0 48,0 48,7 48 .6 2 .64
16:00 49,5 49,6 46,1
8:00 49,2 47,8 47,0

5 : 50 ;4 4,89
16:00 535 520 5i;4
8:00 51,6 50,7 50,6

: 16:00 - 5 ; 51,0 1,08
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TABELA 2A - Acidez ¢ valores do pH da pola e dos cotiledones das sementes de cacau durante

a fermentacao

Tempo de Acidez das Amostras 1/
o Ac.Vol.Livres Ac.Vol. Fixos Ac.Vol.Totais Ac.Liv.Totais Valor do pH
(dias) polpa cotil. polpa cotil. polpa cotil. polpa cotil. polpa cotil.

0 0,013 0,023 0,008 0,011 0,021 0,034 0,514 0,178 3,6 6,3
1§ 0,021 0,030 0,007 0,030 0,028 0,060 0,590 0,137 3.5 6,4
2 0,056 0,037 0,018 0,032 0,074 0,069 0,547 0,131 3,5 6,5
3 0,196 0,055 0,087 0,228 0,283 0,285 0,410 0,256 4.1 6,1
4 0,350 0,510 01897 05630 0,547 1,140 Q0 2k 298 4.3 4,9
5 0,335 0,520 0,320 0,634 0,653 1,154 0,692 1.397 4.6 4,8
6 0,591 1,020 0,375 0 E21 0,964 1,741 1,142 2,216 4,5 4,6

1 & 9

=~/ polpa: em % com relagdo a matéria umida (polpa + semente)

cotiledones: em % com relagdao a matéria seca (semente).
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TABELA 4A - Acidez e valor do pH dos cotiledones das sementes de cacau tratadas e nao tra-

tadas com celulases antes da secagem.

Tempo de Acidez das Amostras 1/
Secagem ]
(horas) Ac.vol.Livres Ac.vol. Fixos Ac.Liv.Totais Valor do pH
c.cel s.cel c.cel s.cel c.cel s.cel s.cel c.cel
0 1,020 1,020 0,721 0,721 2,216 2,216 4.6 4,6
8 0,947 1,053 0,706 0,762 , 2,097 2,257 4,6 4,4
20 0,968 1,059 0,677 0,727 1,914 2,098 4,6 4,5
32 0,860 0,879 0,648 0,677 1,917 1,855 4,5 4,5
44 0,775 0,868 0,664 0,664 1,730 1,893 4,5 4,5
68 0,760 0,852 0,628 0,682 1,687 1,867 4.5 4,5
116 0,774 0,790 0,629 0,649 1,722 1,818 4.5 4,5
177% na matéria seca (semente).
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TABELA S5A - Teores de celulose, hemicclulose e lignina da casca das sementes dc cacau tra-

tadas e nao tratadas com celulascs antes da secagem.

Tempo de Biopolimeros das Amostras 1/
Secagem Celulose Hemicelulose Lignina
(horas) Com Cel. Sem Cel. Com Cel. Sem Cel. Com Cel. Sem Cel.
0 18,38 18,38 9,12 9,12 12,30 12,30
8 16,38 19,71 7,82 8,03 17,00 10,27
20 16,38 16,75 7,72 6,99 14,30 12,95
32 15,27 17,12 7,45 6,89 16,50 13,35
44 13,79 16,75 7,55 7,93 16,55 12,60
68 15,27 16,75 7,20 8,03 15,40 12,10
116 13,79 15,64 6,99 8,14 14,40 12,17
7,

°

na materia seca.
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