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RESUMO

O interesse no cultivo do cacau (Theobroma cacao L.) esta relacionado no aproveitamento
de suas sementes para a producdo de derivados, principalmente para a producdo de
chocolate, sendo, portanto, um componente importante na economia de muitos paises
incluindo o Brasil. Basicamente ap6s a colheita do cacau, os frutos sdéo amontoados no chao
da plantacdo cacaueira e abertos com facdes. A casca e a placenta sdo separadas e 0 material
interno (formado de sementes e polpa) é levado a etapa de fermentagdo, um fendémeno
espontaneo realizado pela acdo sucessiva de micro-organismos (leveduras, bactérias acido-
lacticas e bactérias &cido-acéticas) naturais do ambiente e como consequéncia das acles
microbianas, a polpa envoltoria das sementes de cacau é degradada, produzindo metabolitos
como produtos finais, entre eles &lcoois e &cidos organicos, que se difundem pela membrana
e em combinacdo com o aumento da temperatura, promovem a morte do gérmen (embrido).
Este fendmeno leva a perda da permeabilidade seletiva das membranas, possibilitando assim
0 contato entre enzimas e substratos. Essas alteracdes induzem por sua vez uma série de
reaces bioquimicas complexas dentro e fora das améndoas, gerando 0s precursores
(aminoacidos livres, peptideos e aclcares redutores) de sabor e aroma do chocolate, que sdo
produtos das reacGes de protedlise e desmontagem de polissacarideos. Em seguida as
améndoas de cacau sdo conduzidas a etapa de secagem que além de auxiliar a eliminagdo da
agua, possibilita a continuidade das mudangas bioquimicas, iniciadas na fermentacao.
Visando identificar as possiveis diferencas no processo de fermentacdo, principalmente no
que se refere a protedlise, é se que optou por determinar a atividade das proteases e suas
isoenzimas em dois cultivares de cacau, PH-16 e TSH-1188 na polpa e na semente, sob
condigdes previamente determinadas de temperatura, pH e concentracdo de substrato em
diferentes tempos de fermentacdo do cacau. Determinou-se também a carga microbiana
(bolores e leveduras e mesofilos aerébios). O referido grupo de enzima e suas isoenzimas
foram extraidas da polpa e da semente, purificadas e as atividades enziméticas determinadas
por espectrofotometria. Os resultados evidenciaram que a atividade das proteases é maior no
cultivar PH-16 que no cultivar TSH-1188 tanto na polpa quanto na semente, sendo
encontrado a maior atividade em 66 h de fermentacdo, para ambos os cultivares, portanto, o
aumento da atividade nos primeiros dias coincide com o periodo de crescimento de micro-
organismos especialmente de fungos e leveduras (fase anaerdbica) que sdo bons secretores
de enzimas entre elas as proteases. Esses resultados estdo em consonancia com os resultados
das analises microbioldgicas, onde foram evidenciadas que a contagem de bolores e
leveduras aumentou em 12 e 36 h de fermentacdo para o cultivar PH-16 e para o cultivar
TSH-1188 aumentou em 12 e 24 h, em oposicdo a contagem para mesofilos aerobios
aumentou a partir de 48 h (PH-16) e 36 h (TSH-1188), portanto o periodo seguinte a reducao
da contagem dos bolores e leveduras condiz com o periodo de aumento da atividade das
proteases, mostrando assim possivel producdo dessas enzimas por esses micro-organismos.
Em relacdo as isoenzimas os resultados mantiveram-se proximos na polpa e na semente
entre os dois cultivares.

Palavras-chave: Cacau. Protedlise. Aminopeptidase. Carboxipeptidase. Endoprotease.



ABSTRACT

The interest in cocoa cultivation (Theobroma cacao L.) is listed on the use of its seeds for the
production of oil products, mainly for the production of chocolate, is therefore an important
component in the economy of many countries including Brazil. Basically after the cocoa
harvest, the fruits are piled on the floor of the cocoa plantation and open with machetes. The
shell and the placenta are separated and the inner material (formed from seeds and pulp) is
brought to the fermentation step, a spontaneous phenomenon carried out by the successive
action of micro-organisms (yeasts, lactic acid bacteria and acid-acetic bacteria) natural the
environment and as a result of microbial action, the envelope pulp of cocoa beans is degraded,
yielding metabolites such as final products, including alcohols and organic acids, which
diffuse through the membrane and in combination with increasing temperature, promoting the
death of germ (embryo), leading to selective loss of membrane permeability, thus allowing
contact between the enzymes and substrates. These changes induce in turn a series of complex
biochemical reactions inside and outside of almonds, generating precursors (free amino acids,
peptides and reducing sugars) flavor, aroma and color of chocolate, which are products of
proteolysis reactions and disassembly of polysaccharides . Then the cocoa beans are
conducted to the drying step that besides helping the elimination of water, enables the
continuity of biochemical changes, initiated in fermentation. To identify the possible
differences in the fermentation process, especially with respect to proteolysis, it is that chosen
for determining the activity of the protease and its isoenzymes in two cocoa cultivars, PH-16
and HRT-1188 in the pulp and seed, under predetermined conditions of temperature, pH and
substrate concentration on different cocoa fermentation times, besides determination of
microbial load (molds, yeasts and mesophilic aerobic). Said enzyme group and its isoenzymes
were extracted from the pulp and seed, purified and enzyme activities determined by
spectrophotometry. The results showed that protease activity is higher in growing PH-16 in
the cultivating TSH-1188 in both the pulp and the seed being found the highest activity at 66
h of fermentation for both cultivars, therefore, increased activity in the early days coincides
with the period of growth of microorganisms especially fungus and yeast (anaerobic stage)
which are good secretors of enzymes including proteases. These results are consistent with the
results of the microbiological analyzes, which were shown that the mold count and yeast
increased in 12 and 36 h of fermentation for PH-16 farming and TSH-1188 farming increased
at 12 and 24 h, as opposed to count for mesophilic aerobic increased from 48 h (PH-16) and
36 h (TSH-1188), so the next time reducing the count of molds and yeasts fits with the period
of increased activity of proteases, thus showing possible production of these enzymes by
micro-organisms. Regarding the results isoenzymes remained close in the pulp and seed
between the two cultivars.

Keywords: Cocoa. Proteolysis. Aminopeptidase. Carboxypeptidase. Endoprotease.
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INTRODUCAO

Cacau é o nome dado ao fruto do cacaueiro (Theobroma cacao L.) que € uma planta
pertencente a familia Malvaceae, originada de florestas pluviais da América Tropical e
cultivada nas regides tropicais do mundo (ALVES, 2002). Foi encontrado pela primeira vez
no México entre os Astecas que 0 consumiam e comercializavam, usando suas sementes
como objeto de troca. Os boténicos acreditam que o cacau é originario das cabeceiras do rio
Amazonas, tendo-se expandido em duas dire¢Oes principais, que deram origem a dois grupos
genéticos importantes: o Criollo, que se espalhou em dire¢do ao norte, para o rio Orinoco,
penetrando na Ameérica Central e Sul do México e o Forastero propagou-se pela bacia
amazonica abaixo e em dire¢do as Guianas. Ha um terceiro tipo denominado de Trinitario
proveniente do cruzamento (hibridizacdo) entre o Criollo e o Forastero (SINDONI, 2006;
BECKETT, 2009; CEPLAC, 2015).

O interesse no cultivo do cacau esta no aproveitamento de suas sementes (améndoas)
para producdo de manteiga de cacau e chocolate (ALVES, 2002). Um dos alimentos mais
apreciados do mundo, o chocolate, tem seu flavor (sabor e aroma) ndo apenas condicionado a
atributos genéticos (variedade) do cacaueiro, como também a modificacdes que ocorrem
durante seu beneficiamento (BECKETT, 1994; LUNA et al.,, 2002; TAYLOR, 2002).
Basicamente ap6s a colheita do cacau, os frutos sdo amontoados no chdo da plantacédo
cacaueira e abertos com facfes. A casca e a placenta sdo separadas e o material interno
(formado de sementes e polpa) é levado a etapa de fermentacdo, essa facilita a separacéo da
polpa da semente, além de proporcionar a ocorréncia de uma série de reacdes bioguimicas,
incluindo o desenvolvimento dos precursores e inimeros compostos de sabor e odor do
chocolate (OETTERER, 2006).

Durante a fermentacdo das sementes ha acdo das enzimas celuloliticas, pectinoliticas,
amiloliticas, glicoliticas, proteoliticas e lipoliticas, originarias da propria sementes e polpa do
fruto, como dos micro-organismos que atuam durante a fermentagdo (AMIN; JINAP;
JAMILAH, 1998; HANSEN; DEL OLMO; BURRI, 1998; GUILLOTEAU et al., 2005),
principalmente leveduras, bactérias &cido-lacticas e acido-acéticas, que s&o naturais do
ambiente e em decorréncia do processo fermentativo elevam a temperatura para cerca de 50
°C (CRUZ et al., 2013). Esses micro-organismos atuam sobre os aglcares e acidos organicos
da polpa, e os transforma em etanol, acido lactico e especialmente em &cido acético
(SCHWAN; WHEALS, 2004). Os é&cidos organicos gerados penetram nas sementes, e

juntamente com a elevagdo da temperatura causada pela fermentagéo, causam a morte do
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embrido e acidificacdo no tecido armazenado. Com a morte do embrido, é perdida a
permeabilidade seletiva das membranas, possibilita o contato entre enzimas e substratos,
normalmente separados nos tecidos vivos (LOPEZ, 1986; CRUZ et al., 2013). A fermentacéo
¢ a etapa pos-colheita que mais afeta a qualidade dos produtos obtidos a partir do cacau
(LAGUNES-GALVEZ et al., 2007).

Depois de fermentadas, as améndoas séo secas e torradas a 7% de umidade, com 0
objetivo de estabilizar o sabor e produzir o aroma e cor caracteristicos do chocolate, muitas
das reacdes bioquimicas iniciadas na fermentacdo continuam na secagem e torracdo, como as
reacOes de oxidacdo que proporcionam a reducdo da acidez das améndoas, além de promover
0 escurecimento dos cotilédones ( LOPEZ; QUESNEL, 1973; BECKETT, 1994) e reducdo do
teor de compostos fenolicos que sdo responsaveis pelo amargor e adstringéncia (FELLOWS,
2006; DOMINGUES, 2010).

O sabor e aroma de chocolate é Unico e exclusivo, obtido somente de sementes
fermentadas, secas e torradas de Teobroma cacao L. ndo podendo ser sintetizado
artificialmente. O genotipo, variedade do cacau, processamento pos-colheita (fermentacéo,
secagem e torracdo) exercem influéncia tanto na qualidade, quanto na intensidade do sabor de
chocolate, com relevancia para a etapa de fermentacdo onde os precursores do flavor s&o
formados (LUNA et al., 2002; POSSIGNOLO, 2010; TAYLOR, 2002).

Segundo os pesquisadores Lehrian e Patterson (1983), as reacfes que levam a
formacdo de precursores do sabor de chocolate sdo conduzidas por enzimas enddgenas da
semente do cacau, e que a principal consequéncia da fermentacdo é a reducdo do pH,
favorecendo assim a acdo destas enzimas. A atividade enzimatica, em améndoas de cacau,
durante a fermentagdo, € conhecida e estudada desde a segunda metade do século XX, e
acredita-se que as principais enzimas envolvidas na formagdo dos precursores resposaveis
pelo flavor de chocolate seja a polifenoloxidase, a invertase e as proteases. Porém, a
confiabilidade e comparacdo das atividades das enzimas do cacau s@o dificeis de serem
realizadas, principalmente devido as variacdes causadas por diferentes genotipos, origem
geogréfica, métodos de fermentacdo utilizados e tipos de cochos empregados (HANSEN;
DEL OLMO; BURRI, 1998).

Embora o papel essencial das enzimas endogenas durante a fermentagcdo do cacau
tenha sido evidenciado h4 muitos anos, ainda é escasso estudos sistematicos abordando o
comportamento entre diferentes cultivares de cacau (HANSEN, DEL OLMO e BURRI,
1998). No entanto, sabe-se que as proteases ao realizarem a protedlise produzem precursores

(peptideos e aminoacidos livres) que juntamente com 0s agucares redutores participardo da
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Reacédo de Maillard durante a torrefacdo das améndoas, contribuindo para o desenvolvimento
do aroma e sabor do cacau, consequentemente do chocolate (VOIGT et al., 1994a; 1994b;
HUANG e BARRINGER, 2010).

Diante do exposto, é que estudos vém sendo desenvolvidos na tentativa de contribuir
com a ampliacdo do conhecimento cientifico sobre as mudangas que ocorrem durante o
processo de fermentacdo do cacau, com vista a fornecer subsidios para futuras intervencgdes
tecnologicas ligadas a biotecnologia enzimatica, contribuindo assim para a melhoria da
qualidade do cacau, matéria-prima para a producéo de chocolate. AQUARONE et al., (2001)
relatam em estudo que o acompanhamento e a intervencao no processo de fermentacdo € uma
alternativa para solucionar os problema referentes a baixa qualidade das améndoas

produzidas, uniformizando assim o método de fermentacao.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar a atividade enzimatica das proteases e de suas isoenzimas, sob condigdes
previamente determinadas, durante o processo de fermentacdo em dois cultivares de cacau

(Teobroma cacao L.), produzidos na regido Sul da Bahia, Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a atividade enzimatica das proteases em dois cultivares de cacau (PH-16 e
TSH-1188), sob condi¢cdes previamente determinadas de temperatura, pH e
concentracdo de substrato, na polpa e na semente em diferentes tempos de

fermentacao;

e Determinar a atividade enzimatica das isoenzimas (endoproteases, carboxipeptidase e
aminopeptidase) em dois cultivares de cacau (PH-16 e TSH-1188), na polpa e na

semente em diferentes tempos de fermentag&o;

e Comparar 0 comportamento das proteases na polpa e na semente entre os dois

cultivares de cacau (PH-16 e TSH-1188), em diferentes tempos de fermentagéo;

e Comparar 0 comportamento das isoenzimas na polpa e na semente entre 0s dois

cultivares de cacau (PH-16 e TSH-1188), em diferentes tempos de fermentacéo;

e Determinar a contagem de bolores e leveduras em dois cultivares de cacau (PH-16 e

TSH-1188), em diferentes tempos de fermentacéo;

e Determinacdo a contagem de bactérias aerobias mesofilas em dois cultivares de cacau
(PH-16 e TSH-1188), em diferentes tempos de fermentacéo;
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. ASPECTOS HISTORICOS DO CACAU

As primeiras evidéncias historicas do uso do cacau e obtencdo do chocolate sdo
datadas de 1.500 a.c., e remetem aos povos olmeca, maia, inca e principalmente o asteca, de
onde derivaram os termos cacao ou Kakaw e xocolati, tchocolath ouchocoati, sindnimos,
respectivamente, do fruto e de um liquido pastoso, resultante de sua polpa e semente
(VIVANT, 2004; COENTRAO, 2005). Quando o0s primeiros colonizadores espanhois
chegaram a América, o cacau ja era cultivado no México pelos Astecas e na América Central
pelos Maias (SEAGRI, 2012). Neste tempo, o cacau tinha duas funcdes: era usado para
preparar uma bebida e também era utilizado como uma forma de pagamento (CAMPOS;
BENEDET, 1994; LIMA, 2008), sendo assim, considerado simbolo de riqueza (FRANCO,
2001).

Os nativos mesoamericanos consideravam as sementes de cacau tdo valiosas que as
usavam como “moeda”; as unidades monetérias eram o countle, o xiquipil e a carga. O
countle equivalia a 400 sementes, o xiquipil equivalia a 20 countles (8.000 sementes) e a
carga represetava trés xiquipiles (24.000 sementes) (YANES, 1994; COE; COE, 2013). No
Codice Mendocino esta registrado que no ano de 1485, Ahuizotl, o oitavo governante dos
mexicas, ordenou uma marcha de arrecadacdo de tributos por todas as terras da regido de
Chiapas, chegando a arrecadar cerca de 3.200 cargas de cacau, aproximadamente 96 toneladas
de améndoas (CASTELLANOS, 2014). Relata-se, também, que o imperador Montezuma
costumava receber anualmente 400.000 countles (160 milhdes de sementes) como tributo da
cidade de Tabasco, que corresponderiam hoje a aproximadamente 30 sacas de 60 quilos
(SALAZAR, 1936; CEPLAC, 2014).

No século XVI, em 1519, o espanhol Hernan Cortez ao chegar a América Central,
mostrou-se entusiasta do valor monetario e medicinal que Montezuma, imperador asteca e seu
povo atribuiam ao cacau (PIMENTEL, 2007), permanecendo o cultivo do cacau nesse periodo
restrito a América Central, embora outros estudos apontem como origem do cacau as regioes
de florestas pluviais da Ameérica Tropical (CEPLAC, 2006). Aproximadamente em 1528,
Cortez dizimou a populacédo nativa, colonizou suas terras e levou para a Espanha as sementes
de cacau e as ferramentas necessarias para o seu cultivo e preparo do chocolate (FARAH,
2008).
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No inicio do século XVII, o cacau foi citado pela primeira vez na literatura botanica,
por Charles de L’Ecluse que o descreveu com o nome de Cacao fructus, contudo em 1737
Linneu classifica como Theobroma fructus, que significa alimento dos deuses, em referéncia a
origem divina atribuida ao cacaueiro pelos povos mesoamericanos (LOPES et al., 2011;
EFRAIM, 2009).

Em 1753 a denominagdo do cacau foi modificada para Theobroma cacao L.,
permanecendo até os dias atuais. E uma planta tipica dos trépicos umidos, cultivado em
regibes onde o clima apresenta variagdes relativamente pequenas durante o ano,
especialmente em termos de temperatura, radiagdo solar e comprimento do dia (SILVA
NETO, 2001).

Entdo, a partir do seculo XVII houve uma ampla expansdo comercial do produto no
sul da América Central, Africa, Europa e Asia. Devido a rapida ascensdo comercial dos
produtos do cacau com o processo de industrializagdo da améndoa do fruto em chocolate em
barras (ALVARENGA et al., 1941; PONTILLON, 2009). O chocolate deixou de ser um
produto consumido apenas pela nobreza e se tornou objeto de comercializacio (HERME,
2006).

Em referéncia ao Brasil, as condi¢es edafoclimaticas do territdrio brasileiro
favoreceram o estabelecimento da cultura cacaueira nas varzeas dos principais rios da regido
amazonica no estado do Para. Em 1746, foram plantadas sementes do cacau no municipio de
Canavieiras, no Estado da Bahia, sendo as primeiras variedades do tipo forasteiro (RANGEL,
1982). A partir dai a cultura se expandiu nessa regido, onde as condi¢fes climéticas e a
riqueza dos recursos naturais contribuiram bastante para torna-la a principal produtora de
cacau do pais (GRAMACHO et al., 1992; SANCHES, 2006).

O cacau, além de ter sido de grande importancia para a economia brasileira e para o
Estado da Bahia principalmente na década de setenta, foi determinante para gerar riquezas de
muitos outros paises produtores. Neste periodo, cerca de 90% da producdo brasileira era
exportada (BASTOS, 1987), sendo que desde 1997, a grande queda na producdo
principalmente em virtude da doenga vassoura-de-bruxa, tem obrigado o Brasil a importar
subprodutos de cacau para consumo da industria de alimentos (ALVES, 2002).

Apesar de ser um alimento antigo, as propriedades nutricionais das améndoas de cacau
para 0 consumo humano sdo temas muito atuais (LIPPI, 2009; ARAUJO et al., 2013;
WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013). Além de serem matéria-prima para a industria
chocolateira, as améndoas de cacau também fornecem subprodutos para abastecer outros

setores industriais como o farmacéutico (ARAUJO et al., 2014). S&o utilizados para a
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elaboracdo de produtos como pastas e extracdo de gorduras (manteiga de cacau), além da
exploracdo de compostos como flavondides e alcaldides purinicos amplamente estudados
(AMORES e JIMENEZ, 2007; AMORES et al., 2009; AMORIM, 2011).

Figura 1 — Cronologia do Cacau (Theobroma cacao L.)

Primeiras evidéncias historicas
da utilizagdo do cacau e obtengdo do
chocolate

1500 a. C

1

Ahuizotl, governante mexicano,
1485 ordena a arrecadagéo de tributos
pagos com cacau

O espanhol Hernan Cortez, fica
entusiasmado com o valor 1519
monetario e medicinal do cacau
para os Astecas
Hernan Cortez levou para a
1528 Espanha as sementes_de cacau e as
ferramentas necessarias para o seu
cultivo.

Primeira citagdo do cacau na
literatura botanica como Cacao
fructus por Charles de L’Ecluse

Inicio Século XVII

I

Linneu classifica o cacau com
Theobroma fructus e em seguida
como Theobroma Cacao L.

1737

T

Estabelecimento da cultura
cacaueira no Brasil, iniciado nas
varzeas dos principais rios da regido
amazonica no estado do Para

Plantadas sementes do cacau no
municipio de Canavieiras, no Estado da
Bahia, sendo as primeiras variedades do
tipo forasteiro

A partir de entdo a cultura cacaueira se
expandiu tornando o Estado da Bahia o
principal produtor

Disseminacdo da doenca, vassoura de
bruxa causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa, que
comprometeu a producédo de cacau na 1989

Bahia

Fonte: Autoria prépria

2. CACAU
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2.1. Aspectos Gerais

O cacaueiro € uma planta da familia Malvaceae, género Theobroma, espécie
Theobroma cacao L. (Figura 2-A), nativa da floresta tropical tmida americana e cultivada nas
regides tropicais do mundo (ROSS, 2001; BATALHA, 2009). O género possui 22 espécies,
sendo o Theobroma cacao L. (cacau) e Theobroma grandiflorum (cupuagu) as espécies
cultivadas comercialmente (SILVA; FIGUEIRA; SOUZA, 2001; SODRE, 2007), consistindo
a importancia do cultivo do Theobroma cacao L estd no aproveitamento de suas sementes

para producéo de derivados do cacau (ALVES, 2002).

Figura 2 - (A). Cacaueiro; (B) Flor do cacaueiro

Fonte: Arquivo proprio

Apresenta-se como uma arvore de altura mediana, com ramificacdo proeminente e
com folhas longas e pendentes, as quais atingem até 35 cm de comprimento. Suas flores sdo
reunidas em grupos que surgem no caule (Figura 2-B). As flores, brancas, amarelas ou rdseas,
polinizadas por pequenos insetos, ao longo de todo o ano, sdo hermafroditas e surgem em
inflorescéncias no tronco ou nos ramos lenhosos, nas chamadas almofadas florais, de onde se
desenvolvem e formam os frutos (EFRAIM, 2004). Entre a polinizacdo e 0 amadurecimento
do fruto decorrem cerca de 180 dias, e do plantio até a primeira colheita sdo necessarios de
trés a cinco anos, dependendo da variedade (SEAGRI, 2012).

O cacau, fruto do cacaueiro tem forma oval (Figura 2-A) com 15 a 20 cm de
comprimento do eixo maior, no processo de amadurecimento do fruto ocorre mudanca na cor
verde ou vermelha para amarelo ou laranja. Cada fruto contém entre 20 a 40 sementes
envoltas numa polpa branca, macia com tons rosados, mucilaginosa e adocicadas, fixadas em

uma placenta com as mesmas caracteristicas (BECKETT, 2009).
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A semente é composta de membrana prateada ou endosperma (testa), dois cotilédones
e um eixo embrionéario (Figura 2-B). O cotilédone é um pequeno gérmen de planta
embrionaria (Figura 2-C), constituido por dois tipos de células: o primeiro apresenta
pigmentos compostos de polifendis e o segundo, sdo células de reserva, que contém amido,
gorduras, proteinas e enzimas (BECKETT, 1994; MARTINI, 2004; BATALHA, 2009). As
sementes apresentam um grande e Unico vacuolo preenchido por polifendis sendo

responsaveis pela cor dos cotilédones (MARTINI, 2004).

Figura 3 - (A) Cacau; (B) Corte longitudinal de um fruto de cacau - 1: Placenta; 2: Polpa
Mucilaginosa; 3: Casca; (C) Corte longitudinal de uma semente de cacau - 4: Testa; 5:
Cotilédone; 6: Gérmen ou embrido.

Fonte: Arquivo proprio.

2.2 Aspectos Agricolas

O cultivo do cacau necessita de chuvas regulares, temperatura média de 25°C e
precipitacdo anual entre 1500 e 2000 mm. O crescimento é melhor em solo profundo e fertil,
pH de neutro a ligeiramente &cido (intervalo 5-7,5). Atinge entre 5 a 10 metros de altura,
podendo viver mais de cem anos, comecando a frutificar com 5 anos ap6s o plantio,
produzindo abundantemente a partir do oitavo ano e mantendo producdo satisfatéria até os
trinta anos. (MARTINI, 2004; EFRAIM, 2004; BATALHA, 2009; BECKETT, 2009; LOPES
et al., 2011). Segundo Lajus (1982) e Efraim (2004) temperaturas inferiores a 12 °C impedem
ou reduzem a frutificacdo

O cacau, por exigir solos profundos, clima quente e imido, sem periodo de estiagem
prolongada, é cultivado ao redor do mundo em regides tropicais (SAINATO et al., 2004;
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SILVA NETO, 2001; SEAGRI, 2012). Os principais paises produtores localizam-se em uma
regido de até 15°a 20° de latitude em torno da linha do equador, onde as condic¢des climéticas
encontram-se mais favoraveis ao desenvolvimento do fruto (THOMPSON; MILLER,;
LOPEZ, 2001; MCSHEA; RAMIRO-PUIG; MUNRO,2008), sendo que na America o cultivo
do cacau estendeu-se da Colémbia, para a Venezuela, América Central e México, alcangou as
Guianas e se dispersou ao longo do rio Amazonas (MARTINI, 2004; LOPES et al., 2011)
(Figura 4).

Figura 4 - Zona de cultivo do cacau na cor laranja.

Equator

Tropic of Capricom

Fonte: SAINATO et al., 2004.

No Brasil, a maior area cultivada encontra-se na regidao Sul da Bahia abrangendo 90
municipios e gerando aproximadamente 85% de todo o cacau nacional. Até os anos 70 o
cacau foi o principal gerador de divisas do estado, responsavel por quase 60% de toda a sua
arrecadacgdo. Oficialmente o cultivo no Brasil iniciou em 1679, através da Carta Régia que
autorizava os colonizadores a planta-lo em suas terras (VAINSENCHER, 2015).

O cacau apresenta grande valor ecoldgico além de sua importancia econémica, uma
vez que as condic¢Bes do seu cultivo se assemelham as do seu "habitat" natural, em florestas,
com um sombreamento permanente de arvores de maior porte, o cacaueiro protege o solo dos
efeitos da erosdo e da lixiviacdo (carreamento de elementos nutritivos pelas aguas). Suas
plantacBes substituem a floresta original sem destruir o ambiente ecolégico existente,
preservando a heterogeneidade e com ela o microclima e a vida das espécies vegetais e
animais das areas cultivadas (EFRAIM, 2004).

3. PRODUCAO MUNDIAL DE CACAU
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O cacau tem importancia econdmica no contexto internacional por ser uma commodity
de participacdo relevante no comércio mundial de produtos agricolas tanto em importaces
guanto em exportacdes (GUYTON, 2003), sendo uma das principais culturas neotropicais em
todo 0 mundo (CHARLES; WILKINSON, 2000).

A Tabela 1 demonstra os dados consolidados e divulgados pela International Cocoa
Organization (ICCO, 2015) sobre a producao de cacau no mundo.

Tabela 1 - Producdo de améndoas de cacau (mil Toneladas).

Estimativa 2013/14 Previsao 2014/15

AFRICA 3197 2984
Camaroes 211 220
Costa do Marfim 1746 1740
Gana 897 696
Nigéria 248 235
Outros 95 93

AMERICA 708 729
Brasil 228 215
Equador 220 250
Outros 260 264
ASIA E OCEANIA 454 455
Indonésia 375 370
Papua Nova Guiné 40 42

Outros 38 43

TOTAL 4359 4168

MUNDIAL

Fonte: ICCO (2015).

E possivel observar a estimativa de 2013/14 e a previsdo de 2014/15, sendo que a
estimativa foi de 4.359 milhdes de toneladas e a previsdo é de 4.168 milhGes de toneladas,
respectivamente. O continente africano é responsavel por cerca de 70% da produgdo. O maior
produtor é a Costa do Marfim, seguido por Gana e Indonésia. Com rela¢do ao Brasil 0 mesmo

ocupou a 5 posicao na estimativa de 2013/2014 com 228 mil toneladas, podendo ser superado
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em 2014/2015 por Equador e Camardes, passando assim a ocupar a 72 colocagdo (ICCO,
2015).

A producdo de cacau € muito bem monitorada pelos governos e organizacfes
internacionais, suas balangas comerciais, precos e contratos futuros dependem de estimativas
de abastecimento (WCF, 2014). Em relagdo as exportagdes de cacau em améndoas no Brasil,
elas tiveram reducdo e ainda apresentam essa redugdo (ICCO, 2015), principalmente devido
ao cambio flutuante, ora desvalorizando ora valorizando a moeda nacional, refletindo uma
indecisdo quanto a valorizacdo dos produtos a serem exportados ou importados no pais
(ZUGAIB, 2008).

No Brasil, o Sul da Bahia é a principal regido produtora de cacau, com destaque para a
regido de Itabuna e Ilhéus, sendo responsavel por 60% da producdo nacional no periodo de
2012/2013, de acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
(2014). Atualmente, segundo dados do IBGE (2015) a produgéo baiana foi de 179.179 mil
toneladas em 2014, mas em 2015 devera sofrer uma queda de 21,25%, chegando assim a uma
producdo de 141.110 mil toneladas.

Durante muito tempo a cacauicultura foi apresentada como um dos principais fatores
do desenvolvimento econdmico do Estado da Bahia e de grande importancia na producao
agricola da regido Amazonica (PINTO; PIRES, 1998).

A partir da década de 90, devido a um acentuado déficit hidrico nas regifes produtoras
do Estado da Bahia e Espirito Santo, bem como a disseminacdo da doenca vassoura-de-bruxa
através do fungo Moniliophthora perniciosa (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005; SANCHES,
2006; EFRAIM, 2009) nos cacaueiros da regido sul da Bahia, quase dizimou a cacauicultura
na regido (DIAS, 2001), associado a saturacdo de recursos naturais gerados por erros de
manejo como queimada nas florestas e subsequente auséncia de sombras no plantio,
envelhecimento sem replantio ou plantagéo espacialmente desorganizada, poda insuficiente e
auséncia de controle de pragas contribuiram intensamente para uma acentuada reducdo da
producéo e na produtividade caucaueira no Brasil (LEITER e HARDING, 2004).

De acordo com Guittard (2005), a pressdo exercida pelas inddstrias processadoras aos
cacauicultores em busca da reducdo de precos aliada a prépria competicdo dos produtores
entre si 0s leva a buscar cacaueiros que apresentem maior produtividade e resisténcia as
pragas e doengas. Entre os esforgos concentrados no controle da vassoura-de-bruxa no Brasil,
destacam-se as pesquisas sobre novos cultivares de cacau resistentes, produtivos e que
originam matérias-primas de qualidade industrial, além de estudos genéticos e de agentes

quimicos ou bioldgicos capazes de controlar a doenca. No entanto, a forma mais eficiente
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encontrada para a recuperacgdo da lavoura cacaueira baiana tem sido a selecéo e utilizagéo de
clones de cacau provenientes de materiais resistentes a doenca, ou seja, 0 uso de variedades
clonais resistentes, por meio de enxerto, trabalho que tem sido realizado com o apoio de
instituicbes de pesquisa, como o Centro de Pesquisa do Cacau — CEPEC, da Comisséo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira — CEPLAC, e dos proprios cacauicultores com
orientacdo técnica do CEPEC.

A cacauicultura abrange diversas etapas para a producdo do cacau, desde 0 manejo
fitotécnico da cultura, com preparo do solo, implantacdo da cultura e producdo, até o
beneficiamento de améndoas, comercializacdo primaria, processamento industrial e
comercializacdo secundaria dos subprodutos das améndoas (BECKETT, 2009; VALLE,
2012).

4. VARIEDADES DO CACAU

Tradicionalmente, as duas principais variedades de cacau sdo: Criollo originado do
lado ocidental dos Andes e Forastero, do lado oriental, tendo sido definido com base em
caracteristicas morfoldgicas e origens geogréaficas do cacau. Um terceiro grupo, Trinitario, é
reconhecido e consiste de um hibrido (cruzamento) entre Criollo e Forastero, sendo
considerado como uma primeira tentativa de melhoramento genético, e de alta qualidade
(GRAMACHO et al., 1992; SANCHES, 2006; MOTAMAYOR, et al., 2008; BATALHA,
2009), apresenta os cotilédones das sementes como coloracdo variando de branca a violeta-
palida (PIRES, 2003).

Os frutos de cacau Criollo sdo caracterizados pela forma alongada, com ponta
proeminente, sua superficie externa € enrugada, possuindo cinco sulcos longitudinais
profundos e cinco menos pronunciados. As sementes sdo ovais e se encontram relativamente
soltas na polpa. Os cotilédones ndo contém células pigmentadas, sendo, portanto, de
coloracdo branca e aroma suave. S&o encontrados principalmente na Venezuela, América
Central, México, Java, Ceildo e Samoa (LAJUS, 1982; LOPES, 2000; MATTIETTO, 2001).

Os frutos da variedade Forastero possuem forma mais arredondada, casca dura e
superficie quase lisa. As sementes sdo achatadas, de forma quase triangular e se encontram
firmemente alojadas a polpa. Os cotilédones tém coloracdo violeta por possuirem células
pigmentadas. Possuem sabor mais acido e caracteristica adstringente (LAJUS, 1982).

As variedades Trinitario e Criollo produzem um chocolate considerado de qualidade
excelente pelo suave aroma e sabor (BECKETT, 2009). As formas hibridas (Trinitario) entre

as variedades Forastero e Criollo, conservam caracteristicas das duas variedades que as
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originaram: sabor frutal e suave da variedade Criollo e maior resisténcia a pragas da
variedade Forastero (LAJUS, 1982).

5. COMPOSICAO QUIMICADO CACAU

O cacau € uma matéria-prima com grande valor nutricional e a composic¢ao quimica de
suas améndoas varia com a época da colheita, tamanho do fruto, grau de maturacéo, clima,
tipo de solo e manipulacdo pos-colheita (ZOUMAS; KREISER; MARTIN, 1980). Esta
matéria-prima € ingrediente base para formulacdo de chocolates, achocolatados, biscoitos
entre outros (ISAE, 2003).

A composicao aproximada de améndoas de cacau fermentadas e secas esta apresentada
na Tabela 2, e pode variar ligeiramente com a variedade plantada, origem geogréfica, grau de
maturidade das améndoas, manejo, particularidades ambientais e culturais de cada regido
produtora (AMORES et al., 2009; KOBLITZ, 2011).

Tabela 2 - Composicao centesimal média das améndoas de cacau fermentadas e secas.

Componente %
Umidade 35
Lipidios 31,3
Proteinas 8,4
Teobromina 2,4
Cafeina 0,8
Polifendis (taninos) 5,2

Carboidratos, acidos e
fibras 13,7

Cinzas 3,2

Fonte: KOBLITZ, 2011.

O cacau possui ainda na sua composicao antioxidantes fendlicos que neutralizam os
radicais livres que danificam as células (MARTIN, 2006). As sementes de cacau Sao ricas em
polifendis, particularmente catequinas e procianidinas que apresentam contribui¢do positiva
como antioxidantes na nutricdo humana, principalmente pela reducdo no risco de
desenvolvimento de doencas cardiacas (AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007,
KRAUSS; ECKEL; HOWARD, 2001), além de ser rico em inimeros minerais essenciais,
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como magnésio, cobre, potassio, zinco e manganés e a quantidade desses minerais presente no
cacau tem grande importancia nutricional (SILVA et al., 2006; RICHTER; LANNES,2007).

A concha (testa) representa 10-14 % do peso da semente do cacau. O cotilédone
corresponde cerca de 86-90%, e confere as caracteristicas de sabor e aroma do chocolate
(OSMAN; NAZARUDDIN; LEE, 2004; AFOAKWA et al., 2008) sendo composto de dois
tipos de células de parénquima de reserva. A primeira sdo as células polifendlicas (14-20% do
peso da améndoa) que contém um Unico grande vacuolo preenchido com os polifendis e 0s
alcaldides, incluindo cafeina, teobromina e teofilina (OSMAN; NAZARUDDIN; LEE, 2004),
e a segunda as células lipido-protéicas, que por outro lado, tem citoplasma fortemente
empacotado com multiplos pequenos vacuolos de proteinas e lipideos e outros componentes,
tais como granulos de amido, que desempenham diversos papéis na definicdo de
caracteristicas de sabor e aroma de chocolate (NAZARUDDIN; YATIM; HOK, 2001;
AFOAKWA et al., 2008).

De acordo com Koblitz (2011), a fracdo lipidica das améndoas é conhecida como
manteiga de cacau. Apenas trés acidos graxos respondem por cerca de 95% da composi¢ao
dessa manteiga: palmitico, oléico e o estedrico. Essa composicdo € responsavel pela
caracteristica mais interessante da manteiga de cacau, que a torna um produto muito
procurado e de alto custo, sendo também a responsavel pela propriedade que o chocolate tem
de derreter na boca: ponto de fusdo entre 32 e 35°C, uma faixa de temperatura de
derretimento estreita (apenas 3°C) e ligeiramente abaixo da temperatura do corpo humano.

Quanto ao nitrogénio protéico presente no cacau fermentado, 31,7% sdo de
albuminas; 3,1% de globulinas; 8,3% de prolaminas; 13,5% de glutelinas; e 43,5% de
peptideos diversos (BIEHL; WEWETZER; PASSERN, 1982; PETTIPHER, 1990;
SPENCER; HODGE, 1992; VOIGT et al., 1994).

Em estudos realizados por de Hurst et al. (2002) demonstram que os gréos do cacau
sdo constituidos por mais de 500 substéncias, sendo que o numero de compostos volateis
supera a 300, incluindo ésteres, hidrocarbonetos, lactonas, pirazinas e pirrois, entre outros. Os
componentes mais importantes para o flavor dos produtos derivados do cacau sdo 0s ésteres

alifaticos, os polifendis, as pirazinas, as dicetopiperazinas e a teobromina (FAO, 2004).

6. PRE-PROCESSAMENTO DO CACAU

6.1. Colheita e quebra dos frutos

A tecnologia de colheita e pds-colheita do cacau possui grande importancia e dessa

forma para se obter qualidade dos graos, sabor e aroma, deve-se ficar atento a fatores como a
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variedade do cacaueiro, manejo agronémico, fatores do solo, condicfes climéticas e a propria
tecnologia pés-colheita (BRUNETTO et al., 2007).

A colheita é a fase inicial no beneficiamento do cacau e deve ser realizada quando os
frutos estiverem totalmente maduros. Na pratica a maturidade do fruto, € reconhecida
geralmente pela mudanca da cor da casca e depende da variedade. SO os frutos maduros
possuem acuUcar e outros substratos em quantidade adequada para uma boa fermentacéo,
gerando assim precursores de sabor e aroma como resultado do processo (CRUZ, 2002;
LOPES, 2000). Estudos como o de Daniel et al. (2009) descrevem que o sabor do chocolate é
o resultado de um conjunto de compostos que sdo ativados durante a tecnologia pés-colheita
dos frutos de cacau.

No Brasil o cacau é colhido praticamente durante o ano inteiro, distinguindo-se dois
periodos de safra: o principal de outubro a janeiro e o secundario de maio a agosto. O cacau
colhido no segundo periodo da safra é conhecido como cacau tempordo (CRUZ, 2002).

Na Figura 5 esta representado o fluxograma do processo de beneficiamento do cacau,
composto basicamente por cinco etapas.

Na etapa de colheita o fruto é inicialmente colhido com poddes ou tesouras, e a seguir
sdo amontoados no chdo da plantacdo de cacau para serem abertos com o auxilio de facdes,
devendo-se ter cuidado de ndo cortar o pedunculo do fruto e evitar danificar a almofada floral,
para ndo comprometer a produtividade da planta. Outro fator que deve ser levado em
consideracdo nessa etapa é ndo causar nenhum corte nos frutos, pois desta forma iniciaria o
processo fermentativo antes mesmo de serem colocados nos cochos, comprometendo a
qualidade das améndoas (SERRA, 2004).

Apobs a colheita, os frutos devem ser quebrados, a casca é entdo separada e deles
retiradas as sementes envolvidas em uma polpa branca e rica em carboidratos (mucilagem),
que serdo submetidas a fermentacdo (DANIEL, et al., 2009). O periodo entre a quebra e o
inicio da fermentacdo ndo deve ser superior a 24 horas para que nao ocorram reagoes
quimicas indesejaveis. Sementes provenientes de quebras em dias diferentes ndo devem ser
fermentadas juntas, pois isso conduz a uma fermentacdo desigual (BECKETT, 1994;
EFRAIM, 2004).

Figura 5 - Fluxograma do processamento das sementes de cacau até obtencdo das sementes

fermentadas e secas.
Colheita dos frutos

1|

Quebra dos frutos

i

Fermentacao
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Fonte: COHEN e JACKIX (2004), adaptado.

A polpa dos frutos de cacau por sua vez € isenta de micro-organismos, contaminando-
se imediatamente durante a quebra dos frutos e remocdo das sementes pelas mdos dos
operadores, levando assim a uma inoculacdo natural de micro-organismos do ambiente para a
polpa (BECKETT, 2009) e depois pela exposicdo ao ar, superficie dos recipientes usados no
transporte das sementes para a fermentacdo e mucilagem da fermentacéo anterior que cobriu a
parede das caixas de fermentacdo, por isso ha variacdo na microbiota (LAJUS, 1982;
OETTERER, 2004). Desta forma, a polpa passa a ser € um excelente meio para o crescimento
de micro-organismos, sendo que no decorrer da fermentacédo, a proliferacdo desses altera as
caracteristicas fisico-quimicas que ocasiona a selecdo dos mesmos prevalecendo aqueles que
melhor se adaptem as condicdes fisico-quimicas oferecidas durante o processo (DIMICK,
1991). A microflora, que pode naturalmente variar de acordo com as condicdes existentes e
com a atividade microbiana, desenvolve-se na seguinte sequéncia: leveduras, bactérias
produtoras de acido lactico, bactérias produtoras de acido acético (EFRAIM, 2004).

Ainda em relacdo as sementes de cacau recém-colhidas, essas possuem cor pdrpura
(mais comum) ou branca, a depender da variedade plantada, sabor amargo e odor
adstringente, ndo tendo qualquer valor como alimento. Tdo somente apds a chamada “cura”,
resultado do calor e das transformac6es bioquimicas ocorridas (FADINI, 1998; SCHAWN,
1998) é que o cacau podera ser um produto de valor para a industria. Nesta etapa adquire cor
marrom caracteristica, sabor tipico de cacau e qualidade definida (OETTERER, 2006). Fato
também relatado por Nielsen et al. (2007) onde descrevem que as améndoas de cacau s@o
naturalmente amargas, desagradaveis e adstringentes e precisam ser fermentadas, secas e
torradas para adquirirem o aroma caracteristico do chocolate.

Durante todo o tratamento pds-colheita do cacau trés fatores fundamentais devem ser

considerados para que haja garantia da qualidade das sementes, sdo eles: periodo e qualidade
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da fermentacdo, temperatura, umidade e tempo de armazenamento das sementes (DAUD,;
TALIB; KY1, 2007).

6.2. Fermentacgéo

A fermentagdo é um processo essencial para reduzir a acidez, adstringéncia e amargor
nas sementes, bem como promover a formacao de aglcares redutores e aminoécidos, que séo
o0s precursores da Reacdo de Maillard durante a torrefacdo (HUANG e BARRINGER, 2010).
Estudos com os de Beckett (1994) e de Brito (2000) descrevem que € uma etapa indispensavel
para a obtencdo de améndoas de boa qualidade, devido as complexas rea¢es bioquimicas que
provocam a morte do embrido, hidrolise de aclcares e proteinas, liberacdo de enzimas e
substratos, difusdo de compostos fenolicos que entram em contato com as enzimas
(BECKETT, 1994; BRITO, 2000).

Outro estudo que também descreve que a fermentacdo é uma das etapas da pés-
colheita que mais afeta a qualidade dos produtos obtidos a partir do cacau foi realizado por
Lagunes-Galvez et al. (2007). J& Efraim (2004), evidencia a importancia de determinados
fatores no processo de fermentacdo como relacdo direta sobre a qualidade do cacau como: a
temperatura do ambiente e da massa, 0 pH e a acidez da polpa e do cotilédone, o tempo de
processo, o revolvimento da massa bem como a microflora presente.

O tempo requerido para a fermentacdo das sementes € variavel, segundo o material
genético. Para a ocorréncia das principais reacdes que levam a formacdo dos principais
precursores de sabor e aroma do cacau, consequentemente do chocolate, as sementes de
cacau, devem ser, geralmente, fermentadas por periodo superior a cinco dias (BECKETT,
1994), ndo devendo ultrapassar 8 dias devido a decomposi¢do proteica e consequente
liberacdo de amdnia levando a obtencdo de um chocolate com odores e sabores estranhos
(OETTERER, 2004).

Na etapa de fermentacdo o cacau pode ser empilhado aos montdes ou em caixas. No
sistema de montBes, método mais primitivo, sdo utilizados de 10 kg a 2 t, sendo essa massa
revolvida com varas de bambu, de tempos em tempos. No sistema de caixas de madeira ou
cochos, o fundo e as laterais das caixas possuem furos e os lotes séo de 200 kg a 1,5 t, com
cerca de 1 m de altura. A massa de cacau € revolvida de uma caixa para outra com auxilio de
pas de madeira (Figura 6-A). Durante 0 processo de fermentacdo, a massa é coberta com
sacos de juta ou folhas de bananeira (Figura 6-B), para reduzir as perdas de calor e evitar o
ressecamento excessivo da camada superficial (WOOD; LASS, 2001; SCHWAN e
WHEALS, 2004; OETTERER, 2006; PONTILLON, 2009; DE VUYST et al., 2010).
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Figura 6 - (A) Massa de cacau coberta com folha de bananeira; (B) Revolvimento da massa

d%cacau.

O processo de fermentacdo pode ser dividido em trés fases, segundo Schwan e Wheals

(2004), encontra-se simplificado na figura 7 e descrito a seguir:

Figura 7 - Fases da fermentacéo do cacau.

( FERMENTACAO \

Fase 1 > Fase 2 > Fase 3
1 1 1 | | 4

Anaerébica Aerdbica Aerbbica
Leveduras Bactérias lacticas Bactérias lacticas

 } 3 |
K 24— 36h 48 - 96h 96h j

Fonte: Autoria Prépria.

Primeira Fase - Acdo das leveduras anaerdbicas: Nas primeiras 24-36 h, as leveduras
convertem o agucar em alcool e dioxido de carbono sob condi¢des anaerébicas em um pH
abaixo de 4,0. Ocorre desintegracdo da polpa e desprendimento de um exsudado. A morte do
gérmen e consequente perda da capacidade de germinacédo, geralmente ocorre no segundo dia,
causada pela presenca de alcool etilico, e em seguida, acido acético (SCHWAN; WHEALS,
2004; CRUZ et al., 2013). E a partir deste momento que as sementes podem ser chamadas de
améndoas de cacau (LAJUS, 1982). Este processo contribui para modificaces estruturais,
como a remocao da compartimentacdo celular das enzimas e de seus substratos (proteinas,
compostos fenolicos, entre outros) (WOLLGAST; ANKLAM, 2000). A partir do segundo dia
até o final do processo, se faz o revolvimento da massa para que a temperatura ndo passe de

45°C e favoreca a acdo das enzimas. Os revolvimentos podem acontecer de um cocho para o
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outro ou de um local para o outro, quando o processo for efetuado em montes, e tem por
finalidade uniformizar a temperatura e oxigenar a massa (OETERRER, 2006; FERRAO,
2008). Algumas das leveduras isoladas da fermentacdo do cacau sdo Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Saccharomy cesexiguous, Candida castelli, Candidas
aitoana, Candida guilliermondii, Schizosaccharomyce spombe, Pichia farinosa e Torulopsis
spp. (SCHWAN; WHEALS, 2004).

Segunda Fase - Ac¢do das bactérias laticas: Estas estdo presentes desde o inicio da
fermentacdo, mas sO se tornam dominantes entre 48 e 96 h. Bactérias laticas convertem
acucares e alguns acidos organicos em acido latico. Por volta do terceiro dia, a massa das
améndoas tem sua temperatura elevada entre 45 e 50° C. Nessa fase, hd uma difusdo dos
conteddos celulares, iniciando-se uma série de reacGes relacionadas com as alteracbes de
sabor, aroma e cor das sementes. Segundo Brito (2000), liquidos celulares se movem através
das paredes, se espalhando por todo o grdo de cacau, sendo que a difusdo dos &cidos para o
interior do cotilédone contribui para reacGes enzimaticas. Algumas das bactérias laticas
isoladas da fermentacdo do cacau sao: Acetobacter lovaniensis, Acetobacter rancens,
Acetobacter xylinum, Gluconobacter oxydans, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides e Lactococcus (Streptococcus) (SCHWAN;
WHEALS, 2004).

Terceira Fase - A¢do das bactérias acéticas: responsaveis pela conversdao do alcool em
acido acético tornam o tegumento permeavel, fazendo com que as améndoas sofram a acao
das enzimas. Ressalta-se a oxidacdo dos polifendis que formam ou ndo complexos com as
proteinas e peptideos levando a reducdo da adstringéncia e do amargor. A oxidagdo iniciada
nesta fase continua na etapa de secagem até que a umidade atinja um ponto no qual cessa a
atividade da polifenoloxidase. Beckett (2009) evidencia também que o desenvolvimento dos
precursores do sabor e aroma do cacau ocorre nos cotilédones durante fermentacdo e
secagem. Existem dois tipos importantes de células dentro dos cotilédones: células de
armazenamento contendo gorduras e proteinas, e as células de pigmento contendo compostos
polifendlicos e metilxantinas (teobromina e cafeina). Algumas das bactérias isoladas da
fermentacdo do cacau sdo: Acetobacter aceti e Acetobacter pasteurianus (SCHWAN;
WHEALS, 2004).

Portanto, a fermentacdo das sementes de cacau envolve processos microbianos e acdo
de enzimas que promovem a formacdo de precursores responsaveis pelo desenvolvimento do
sabor do cacau, consequentemente do flavor do chocolate, que seréo reveladas posteriormente
na fase de industrializacdo do cacau (PINHO; MULLER; SANTANA, 1992; AFOAKWA et
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al., 2008; BECKETT, 2009; CRUZ et al., 2013). Segundo Minifie (1989), a fermentagéo e a
secagem das sementes de cacau sdo de vital importancia, sendo que nenhum outro

processamento posterior é capaz de corrigir falhas nesta etapa.

6.3. Secagem

A etapa de secagem é considerada critica durante o pré-processamento do cacau e
pode ser realizada de duas formas: natural ou artificial. Secagem natural, ou secagem solar,
consiste em dispor o cacau fermentado em areas cimentadas ou assoalhadas, bandejas,
plasticos ou no préprio solo (PONTILLON, 2009). Secagem artificial é aquela realizada em
secadores, através do calor da queima de madeira ou outro combustivel, ou ainda através de
coletores solares (CRUZ, 2002). Esse tipo de secagem pode aumentar a temperatura dos
cotilédones causando endurecimento com eventual ruptura da testa, além de tornar os graos
acidos e, sendo excessiva, ocorre perda de peso, tornando as améndoas quebradicas, enquanto
que excesso de umidade favorece o desenvolvimento de fungos (LOPES, 2000; SOARES,
2001; EFRAIM et al., 2006; BECKETT, 2009).

Segundo Oetterer (2006) o processo mais utilizado é a pré-secagem ao sol
complementada com aquecimento artificial, via estufas aquecidas por combustéo de lenha ou
gas liquefeito e/ou energia solar. No Brasil, a secagem das améndoas do cacau é realizada
normalmente pelo método de secagem natural em barcacas (Figura 8-A), que sdo construcoes
tipicas constituidas por um lastro de madeira erguido sobre pilares de alvenaria, e uma
cobertura que desliza sobre trilhos (Figura 8-B). A cobertura, geralmente feita de chapas de
aluminio corrugado ou de zinco, é afastada para expor as améndoas ao sol e, quando fechada,

protege contra chuva, sereno e calor excessivo.

Figura 8 — Vista superior de uma barcaga para secagem de cacau (A); Vista frontal de uma

barcaca para secagem de cacau (B).

Fonte: Arquivo proprio
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As améndoas sdo espalhadas sobre o lastro da barcaca em uma camada uniforme com
cerca de 5 cm de espessura. O revolvimento constante é feito com um rodo de madeira,
principalmente no inicio da secagem, a fim de evitar aglomerados (OETTERER, 2006). A
velocidade de remocao da agua é considerada um fator essencial, durante a secagem. N&o
deve ser lenta para que nédo possibilite o desenvolvimento de fungos que, quando presentes,
conferem sabor desagradavel ao produto final, além da possibilidade de producdo de
micotoxinas (SOARES, 2001, EFRAIM et al., 2006). Crespo (1985) ja relatava que apenas
3% de améndoas contaminadas ja proporcionam sabor desagradavel ao liquor ou massa de
cacau, impossivel de ser eliminado em processos posteriores. Por outro lado, a secagem nao
deve ser efetuada de forma répida através do emprego de temperaturas elevadas, para evitar
problemas com a gordura (manteiga de cacau) e com o desenvolvimento do sabor do
chocolate, visto que quanto mais rapida a secagem, maior é a acidez final das améndoas, pela
dificuldade em se eliminar o &cido acético.

A velocidade de secagem deve ser tal que permita a migracdo da umidade e de
compostos volateis, como o &cido acético formado na fermentacéo, do interior dos cotilédones
para a superficie da améndoa, de forma que sejam eliminados uniformemente (EFRAIM,
2004).

Além da eliminacdo da agua, a secagem do cacau possibilita a continuidade das
mudancas bioquimicas, iniciadas na fermentacdo, que vao contribuir para o sabor e aroma
caracteristico do cacau (LOPES, 2000; SOARES, 2001; EFRAIM et al., 2006; BECKETT,
2009). E, portanto, durante a secagem que as enzimas atuam no interior da améndoa e
promovem as reacdes quimicas que vao estabilizar o sabor do cacau, mantendo também a
acidez reduzida. A temperatura da secagem € importante na qualidade final das améndoas,
sendo ideal na faixa de 35 a 40 °C, sendo 6tima para as enzimas. O uso de temperaturas mais
baixas ou mais altas leva a perda na qualidade, pois as enzimas agem mais lentamente ou sdo
destruidas. Oetterer (2006) e Afoakwa (2010) relatam em estudos que a etapa de secagem tem
que ter duracdo de 4 a 5 dias para que ocorra a agdo enzimatica, e a umidade das améndoas
deve ser reduzida de 40-50% para 6-7%, maior que 8% de umidade pode ocorrer crescimento
de fungos no armazenamento e transporte.

Uma das mais importantes e complexas rea¢6es que envolvem a formacéo do sabor do
cacau e, portanto, do flavor do chocolate ¢ a Reacdo de Maillard. Os acgucares redutores,
aminoacidos e oligopeptideos que sdo utilizados como substratos pelas enzimas durante a
fermentacdo, originam 0s precursores que durante a torragdo geram centenas de compostos,

incluindo volateis. Os acUcares redutores (glicose e frutose) derivam da hidrolise da sacarose
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do cotilédone, pela acdo das invertases, ja os diversos oligopeptideos e aminoacidos séo
produzidos pela agdo das proteases, principalmente na fermentacdo. Na torrago esses
compostos passam por reacGes ndo enzimaticas, as Reacdes de Maillard, com a formacéo de
Amadori e a degradacdo de Strecker, produzindo um grande nimero de compostos quimicos,
sendo influenciados ainda pelas condigfes de secagem e torracdo, e essencialmente da
composi¢do de aminoécidos, oligopeptideos e aglcares redutores (VOIGT e BIEHL, 1995).

As ReacOes de Maillard sdo condensagdes entre grupos o-amino e aminoacidos,
proteinas ou aminas e o grupo terminal carbonil de acucares redutores (SCHWAN;
WHEALS, 2004) e uma das consequéncias principais dessa reacdo é a producédo do flavor do
chocolate (BONVEHI, 2005).

6.4. Armazenamento

Além da importancia das etapas de fermentacdo e secagem a qualidade dos produtos
obtidos, as condigcdes de estocagem das améndoas devem ser observadas, evitando-se o
armazenamento de grandes volumes em ambientes com elevada umidade e pouca circulacao
de ar, uma vez que as améndoas de cacau sdo higroscopicas e seu ganho de umidade pode
levar ao desenvolvimento de fungos e outros micro-organismos indesejaveis (BECKETT,
1994).

Segundo Serra (2004) as instalagdes destinadas ao armazenamento de cacau devem
possuir luminosidade e aeracdo adequadas. Esta etapa assume importancia devido ao longo
tempo em que o cacau pode permanecer armazenado. Comeca na fazenda produtora em sacos
de aniagem de 60 kg por cerca de 30 dias, fica nas cooperativas varios meses e nos armazéns
dos portos por cerca de 15 dias. A améndoa armazenada deve ter 7% de umidade e estar em
equilibrio com a umidade relativa do ar (70%) (OETERRER, 2006).

7. ENZIMAS

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, constituidos por aminoacidos ligados por
ligagBes peptidicas covalentes. Os catalisadores atuam diminuindo a energia de ativacdo de
uma determinada reacdo, tornando assim mais rapida a obtencdo do produto. As reacdes nao
catalisadas requerem mais energia para ser iniciada, por isso, sua velocidade é menor que as
reacOes catalisadas. As enzimas tém sua atividade terminada pelas caracteristicas estruturais
das proteinas, onde a sequéncia de aminoacidos (estrutura priméaria) de uma proteina,

determina a sua estrutura tridimensional, que por sua vez, determina as suas propriedades.
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Cada enzima tem seu préprio mecanismo de catalise, uma vez que sdo altamente especificas
(CAMPBELL, 2000; LENINGHER, 1989).

Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA com propriedades
cataliticas, todas as enzimas séo proteinas. Uma vez sintetizada por uma célula, uma enzima
poderd atuar de forma independente se as condic¢des apropriadas forem mantidas (FELLOWS;
2006). A sua atividade catalitica é a propriedade mais significativa de uma enzima e depende
por sua vez da integridade da sua conformacdo proteica nativa. No entanto, a atividade
catalitica é sempre destruida quando uma enzima € rompida em seus aminoacidos
componentes. Assim, as estruturas proteicas primarias, secundarias, terciarias e quaternarias
das enzimas sdo efetivas para a funcdo da atividade catalitica e estando sob condicGes
apropriadas, a velocidade de uma reacdo enzimatica depende das concentracfes da enzima e
do substrato, e os resultados sdo expressos em unidades (U) enzimaticas; 1 U € a quantidade
de enzima que catalisa a formacdo de 1mmol de produto por minuto sob condic¢des definidas.
(LEHNINGER, 1995; SANT’ANA JR, 2001)

A ligacdo covalente mais importante que une os aminoacidos para formar peptideos e
proteinas ¢ denominada de ligacdo peptidica. As ligacbes peptidicas podem ser hidrolisadas
por determinadas enzimas chamadas de proteases, proteinases ou enzimas proteoliticas
encontradas em todas as células e tecidos, onde degradam proteinas que se tornaram
desnecessarias ou danificadas (LEHNINGER, 1995).

Em estudo Fatibello-Filho e Vieira (2002) destacam que a ac¢do enzimatica pode ser
alterada de acordo com o pH, temperatura, concentracdo do substrato e pela presenca de
inibidores. O local onde os substratos se ligam para que as reacfes se processem, é chamado
de sitio ativo, constituido pela interacdo de alguns residuos de aminoacidos da cadeia proteica,
sendo o responsavel pela atividade biol6gica da enzima, ou seja, é no sitio ativo que ocorre a
reacdo catalitica. Essencialmente as enzimas apresentam trés propriedades principais:
estabilidade, atividade e especificidade (GALVAO, 2004; BLANCH; CLARK, 1997;
BAILEY; OLLIS, 1986).

Estabilidade: a capacidade de uma enzima depende de sua estrutura nativa, a qual é
mantida por meio de forgas de interacdo (pontes de hidrogénio, ligacGes dissulfeto, forcas de
Van der Waals, interaces apolares e idnicas). Alteracdes no ambiente reacional podem
debilitar essas interacdes, alterando a estrutura tridimensional nativa e ocasionando perda
parcial ou total da sua funcionalidade bioldgica. Assim a estabilidade pode ser afetada por
variagao de temperatura, pH e presenca de solventes polares.
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Atividade: esta propriedade de uma enzima atua na diminuicdo da energia de ativagao
requerida para transformar um substrato em produto, aumentando a velocidade de reagdo. A
capacidade catalitica da enzima reside no seu sitio ativo e este compreende um numero
pequeno de aminoacidos. O sitio ativo é uma estrutura complexa cuja configuracdo permite
alojar a molécula de substrato na posi¢do correta para que os grupos funcionais da enzima
efetuem sua transformacédo quimica.

Especificidade: a especificidade define a afinidade de uma enzima por grupos
especificos em um determinado substrato. Esta € uma propriedade imprescindivel das enzimas
enquanto catalisadores. Duas caracteristicas estruturais sdo determinantes na especificidade da
enzima: o substrato possui ligagdes quimicas que podem ser atacadas pelos grupos funcionais
do sitio ativo da enzima e o substrato possui grupos funcionais que se unem a enzima,

permitindo seu correto alinhamento no sitio ativo para que a reacdo possa ocorrer.

8. ENZIMAS E SUAS ATIVIDADES NO CACAU

A atividade enzimatica, em améndoas de cacau, durante a fermentacéo, € conhecida e
estudada pelo menos desde a segunda metade do século XX (HANSEN; DEL OLMO;
BURRI, 1998). Entretanto, as primeiras enzimas reconhecidas estavam ligadas as alteragdes
de coloracdo e a perda de adstringéncia, sendo principalmente da classe das oxidases
(polifenoloxidase, peroxidase). Entre as hidrolases, foram estudadas inicialmente, as
carboidrases (amilases e B-glicosidases) e lipases. Em 1964 era conhecida a habilidade de
sementes moidas de cacau de coagular o leite (atividade proteolitica). Segundo Lopez e
Dimick (1991) e Hansen, Del Olmo e Burri (1998) acredita-se que as seguintes enzimas
tenham importancia fundamental na formacdo do sabor do cacau e consequentemente no
flavor do chocolate.

a. Endoproteases e Exopeptidases — envolvidas na geracdo de peptideos e aminoacidos livres
considerados os principais precursores de flavor;

b. Invertase e Glicosidases — Na fermentacdo do cacau séo responsaveis pela liberagdo de
acucares redutores indispensaveis & formagdo do flavor durante a torrefacdo. A enzima
invertase também chamada de B-frutofuranosidase, hidrolisa a sacarose produzindo uma
mistura equimolar de glicose e frutose.

Glicosidases atuam ainda na desglicosilacdo de compostos terpénicos ou fenodlicos
(linalol, antocianinas, por ex.) interferindo na geracdo de sabor e na cor (RUBIO; RUNCO;
NAVARRO, 2002; BOFO; CASTRO; MEDEIROS, 2005).
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c. Polifenoloxidase (PFO) — responsavel pela oxidacdo de compostos fendlicos tendo como
conseqiiéncia o fim da adstringéncia e reducdo do amargor. Durante a fermentacdo do cacau,
0s compostos fendlicos, originalmente compactados dentro de vacutolos de células especificas,
difundem-se dentro do cotilédone.

Os polifendis sdo oxidados e os compostos resultantes associam-se com proteinas por
pontes de hidrogénio ou, irreversivelmente, por condensacdo com grupos reativos de
aminoéacidos, proteinas e polissacaridios, sendo estas reacGes importantes na formacdo do
flavor do cacau (De BRITO; GARCIA; AMANCIO, 2002). Segundo Hansen, Del Omo e
Burri (1998), a polifenoloxidase é fortemente inativada durante a fase aerdbica da
fermentacdo, porém, mesmo em baixos niveis sua atividade é suficiente para realizar as
reacOes oxidativas.

Através da atuacdo das enzimas presentes no cacau durante o processo fermentativo,
umas das reacOes mais importantes e complexas para a formacdo do flavour do chocolate
ocorrem na torracdo, que € a Reacdo de Maillard, devido a presenca de aminoacidos livres
(acdo das proteases) e agucares redutores (acdo da invertase) formados, reacdo essa que se da
entre carbonilas e aminas (PORTE et al., 2007). Através destas reacdes, todos 0s precursores
de aroma do cacau interagem para produzir componentes de sabor, como alcoois, éteres,
furanos, tiazoles, piroles, acidos, ésteres, aldeidos, iminas, aminas, oxazolas, pirazinas e
pirréis (MISNAWI et al., 2003).

As principais enzimas ativas durante a fermentacdo do cacau estdo demonstradas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Principais enzimas ativas durante a fermentacdo de sementes de cacau

Enzimas Substrato Localizacao Produto T (°C) pH

Proteases Proteinas Semente e Peptideos e 55 4,7

cotilédone aminoéacidos

Polifenoloxidase Polifendis Semente e O-quinonae 31,5-34,5 6,0
(epicatequina) Cotilédone O-diquinona
Invertase Sacarose Semente e Glicose e 37 4,0-5,25
testa frutose
Glicosidade Glicosideos, 3- B- Semente e Cianidina e 45 3,8-4,5
galactosidilcianidina e cotilédone acucares

B-galactosidase
3-a-
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arabinosidilcianidina

FONTE: LOPEZ, 1986

As enzimas apresentam diferentes estabilidades durante o processo de fermentacao do
cacau, que é causada pela formacéo de &cidos, presenca de polifenois e o calor gerado durante
0 processo, sendo assim curto o tempo de atuacdo das enzimas sobre os substratos. As
aminopeptidases, invertases e polifenoloxidases sdo fortemente inativadas durante a
fermentacdo. J& as carboxipeptidases, sdo parcialmente inativadas, enquanto que as
endoproteases e glicosidases permanecem ativas durante todo o processo (HANSEN et al.,
2000).

A quantificacdo e comparacdo das atividades das enzimas do cacau sdo dificeis de
serem realizadas, devido as variagdes causadas por diferentes genoétipos, a origem geogréfica,
métodos de fermentacdo, tipos de cochos e de secagem empregados, diferencas nos frutos,
entre outros (HANSEN; DEL OLMO; BURRI, 1998). Na tabela 3 encontram-se as principais
enzimas que catalisam reacdes durante a fermentacdo das sementes de cacau, seu principal
substrato e suas condi¢des ideais de atuacao.

Brito (2000) em estudo descreve que as glicosidases e proteases sdo encontradas
naturalmente nas sementes de cacau; porém, ndo sdo ativas quando as sementes estdo no
interior dos frutos, ou seja, quando 0s mesmos ainda ndo foram partidos, devido as
compartimentagdes celulares que impedem seu contato com o substrato. Durante as etapas de
fermentacao e secagem, as enzimas podem ou n&o ser ativadas, dependendo das condicdes do
meio, que sdo bastante adversas por causa da elevacdo da temperatura, modificacGes na acidez
e no pH e presenca de oxigénio.

As glicosidases sdo responsaveis pela hidrélise das antocianidinas, levando a perda da
coloracéo violeta dos cotilédones, adquirindo uma coloracdo mais clara (SOARES, 2001). As
proteases ndo tém relacdo direta com a degradacdo de compostos fendlicos nas etapas de preé-
processamento, elas estdo relacionadas com a hidrolise das proteinas vacuolares a peptideos,
que serdo disponibilizados para a posterior complexagdo com polifendis formando compostos
insoltveis (BIEHL; WEWETZER; PASSERN, 1982).

Estudos mostram, no entanto, que o periodo real da acessibilidade das enzimas aos
substratos, e o periodo de atuacdo € curto, sendo 0 acesso ao substrato facilitado pela morte
das sementes. No que se refere a inativagdo, as enzimas exibem diferentes estabilidades
durante o processo de fermentagdo, sendo a inativacdo causada pelo calor gerado e pelas

elevadas concentracdes de acido acético e etanol. As proteases, aminopeptidases, invertases e
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polifenoloxidases s&o fortemente inativadas durante a fermentagdo, ao passo que as
carboxipeptidases, sdo parcialmente inativadas, enquanto que as endoproteases e glicosidases
permanecem ativas durante todo o processo (HANSEN; DEL OLMO; BURRI, 1998).

Contudo o desenvolvimento dos precursores do sabor e aroma do cacau envolve a
acdo de varios micro-organismos presentes na polpa e a acdo de enzimas sobre os
carboidratos, proteinas e polifendis. Ao contrério de muitas outras matérias primas
fermentadas, enzimas enddgenas desempenham um papel crucial no desenvolvimento do
sabor e aroma do cacau (LEHRIAN; PATTERSON, 1983; BECKETT, 2009).

Nesse sentido estudos evidenciaram que na fermentacdo completa do cacau a secre¢éo
de algumas enzimas por micro-organismos € muito Util com as enzimas pectinoliticas que, em
contato com o substrato, podem melhorar a aeracdo da massa; enzimas amiloliticas, que
produzem o aumento da concentracdo de acUcares redutores pela hidrolise do amido e as
enzimas proteoliticas que geram a melhor concentracdo de aminoacidos livres um dos
precursores do sabor e aroma caracteristicos dos produtos do cacau (OETERRER, 1995;
AMIN; JINAP; JAMILAH, 1998; FELLOWS, 2006; AFOAKWA et al., 2008; EFRAIM et
al., 2009; DOMINGUES, 2010).

9. MICROBIOTA DO CACAU

No decorrer da fermentacdo do cacau, a proliferacdo de micro-organismos altera as
caracteristicas fisico-quimicas que ocasiona uma selecdo, prevalecendo aqueles que melhor se
adaptem as condicdes fisico-quimicas oferecidas durante o processo (LOPEZ; DIMICK,
1991). No entanto esse fato natural (fermentagcdo) acontece pela agdo consecutiva de
leveduras, bactérias acido-lacticas e bactérias acido-acéticas (CRUZ et al., 2013).

Apesar dos estudos mostrarem que as reacdes que levam a formacéo de precursores de
sabor e aroma do chocolate serem conduzidas por enzimas enddgenas presentes nas sementes
do cacau (CRUZ et al., 2013; AFOAKWA et al., 2008; BECKETT, 2009), em paralelo,
pesquisas tem evidenciado a importancia de enzimas provenientes de micro-organismos que
também tem relevancia no desenvolvimento dos precursores de sabor e aroma do cacau e
como consequéncia obtencdo também do sabor e aroma de chocolate (LEVANON;
ROSSETINI,2001; AQUARONE, et al., 2001).

Dentre as leveduras presentes na fermentacdo do cacau as principais espécies sdo
Saccharomyces cerevisae e a Candida krusei, predominantes na Bahia (OETTERER, 2006).
Cerca de 15 diferentes espécies de leveduras sdo normalmente encontradas em processos

fermentativos, no Brasil e no mundo. Em geral a espécie mais abundante é Saccharomyces
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cerevisiae, uma espécie altamente eficiente na produgdo de A&lcool, nas condicdes
normalmente encontradas. Entretanto, linhagens de S. cerevisiae ndo costumam produzir
pectinases de modo eficiente, contribuindo muito pouco para liquefacdo da polpa. Outras
espeécies, como Kluyveromyces marxianus, além de diversos fungos filamentosos (Aspergillus
spp., por exemplo), sdo apontadas como responsaveis pela remo¢do da mucilagem
(KOBLITZ, 2011; NIGAM; SINGH, 2014; COPETTI et al., 2011).

Espécies do género Candida sdo capazes de produzir lipases, poligalacturonases e
proteases, assim como outras leveduras e fungos podem produzir estas ou outras enzimas,
como algumas espécies de Aspergillus que possuem atividade lipolitica, celulolitica e
proteolitica (RIBEIRO, 1990; OYEWOLE, 2001; D’ANNIBALE et al., 2006;
ZOUMPANIOTI et al., 2006).

Thompsom, Miller e Lopez (2001) e Schwan e Wheals (2004) constataram o
crescimento de Kloeckera, Hanseniaspora, Saccharomyces, Candida, Pichiae
Kluyveromyces. Também foi observado crescimento de bactérias lacticas (Lactobacillus,
Leuconostoc e Lactococcus) e acéticas (Acetobacter e Gluconobacter spp.). Investigando a
ecologia microbiana de cacau originario da Indonésia, Ardhana e Fleet (2003) encontraram
como principais espécies Penicillium citrinum, Kloeckeraapis, Saccharomyces cerevisiae,
Candida tropicalis, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus plantarum e Acetobacter

pasteurianus.

10. PROTEASES

As proteases sdo enzimas que atuam sobre as proteinas transformando-as em peptideos
de peso molecular menor ou em aminoacidos (LIMA et al., 2001; SCHMIDELL et al., 2001;
VITOLO, 2001). As proteases pertencem ao grupo das hidrolases as quais tem em comum o
envolvimento da agua na formagdo do produto, onde durante a reacdo de hidrolise das
ligacbes peptidicas ocorre a transferéncia de componentes do substrato para a agua
(WHITAKER, 1994). Esse processo proteolitico resulta em mudanca especifica da fungédo da
proteina sendo um importante mecanismo bioldgico (LOPEZ; OVERALL, 2002).

As proteases sdo provenientes de diversas fontes naturais podendo ser de origem
animal, vegetal ou microbiana (RODRIGUES; SANT’ANNA, 2001). As proteases
microbianas sdo encontradas em bactérias, protozoarios e fungos, podem ser de origem
extracelular e intracelular, e ligadas ou ndo a membrana (NEURATH; BEYNON; BOND,
1989). O crescimento e desenvolvimento dos organismos resultam de um balango entre

sintese de proteinas e biogénese de organelas, protedlise e reciclagem de componentes de
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organelas. Nas plantas, a degradacdo de proteinas estd relacionada a varios processos de
desenvolvimento tais como germinacdo, diferenciagdo e morfogénese, senescéncia, morte
celular programada, ritmo circadiano, resposta de defesa das plantas e estresse oxidativo. Em
consequéncia as plantas sdo excelentes fontes de proteases (SAID; PIETRO, 2004). Essas
enzimas geralmente sdo sintetizadas junto a membrana celular, numa forma precursora e
depois liberadas na forma final ativa por protedlise (TORNERO et al., 1996; BEERS;
JONES; DICKERMAN, 2004).

Séo classificadas basicamente de acordo com dois critérios: seu modo de acdo e a
natureza quimica do seu sitio ativo. De acordo com o modo de agdo sdo divididas em
exopeptidases, que atuam nas extremidades da cadeia polipeptidica, e endopeptidases, que
agem nas ligacBes no interior da cadeia proteica. Dentre as exopeptidases encontram-se as
carboxipeptidases e aminopeptidase. Estas, de importancia para o cacau, Sdo proteases que
agem na extremidade carboxi- e amino- terminal da cadeia polipeptidica, respectivamente;
liberando aminoéacidos livres, dipeptidios ou tripeptideos. As endopeptidases, por sua vez, sdo
normalmente classificadas pela natureza quimica de seu sitio ativo e por seu mecanismo de
acdo em quatro grupos distintos, dentre 0s quais encontram-se as proteases asparticas,
também de interesse na formacdo do sabor e aroma do cacau. Estas contém &cido aspartico
em seu sitio ativo. Em geral apresentam maior atividade em valores de pH acido e tém maior
afinidade por ligacdes que envolvem aminoéacidos apolares e aromaticos (KOBLITZ, 2008).

No processo de fermentacdo do cacau a protedlise catalisada por endoproteases
asparticas e carboxipeptidases origina oligopeptideos e aminoacidos, 0 que € essencial para a
formacdo do flavor. As endoproteases asparticas lisam proteinas, preferencialmente nos
residuos de aminoacidos hidrofdbicos, para produzir oligopeptideos que tém residuos de
aminoacidos hidrofobicos em suas extremidades finais. As carboxipeptidases tém a
importante funcdo de converter oligopeptideos hidrofébicos em precursores de sabor e aroma
de cacau: oligopeptideos hidrofilicos e aminoacidos livres hidrofébicos, os quais sdo
requeridos para formagdo dos componentes de sabor de chocolate tipicos na presenca de
acucares redutores, durante a torrefagdo (VOIGT et al., 1994; MISNAW!I et al., 2002).

Todas as proteases apresentam certo grau de especificidade de substrato, em geral
relacionado aos aminoacidos envolvidos na ligacdo peptidica a ser hidrolisada e aqueles
adjacentes a eles. Ja se tem conhecimento que as proteases ao realizarem a protedlise,
produzem precursores (peptideos e aminoacidos livres) que irdo, juntamente com os aglcares
redutores, participar da Reacdo de Maillard durante a torrefacdo, contribuindo assim para o

desenvolvimento do sabor e aroma do cacau e consequentemente do chocolate (VOIGT et al.,
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1994; HUANG; BARRINGER, 2010). Estudos mostram ainda que a produg@o microbiana de
protease obedece a condi¢Oes proprias de cada espécie e também ao meio utilizado para
fermentacdo, estando sujeita a diferencas de producdo (ABIDI; LIMAN; NEGIB, 2008;
SANDHYA et al., 2005).
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CAPITULO I

ARTIGO
L]
L]
ATIVIDADE ENZIMATICA DAS PROTEASES E SUAS ISOENZIMAS NO

PROCESSO DE FERI\/IENTAC;AO EM DOIS CULTIVARES DE CACAU
(Theobroma cacao L.) PRODUZIDOS NO SUL DA BAHIA, BRASIL.

RE
SuU
MO

A fermentacdo das sementes de cacau envolve processos microbianos e a¢do de enzimas que
atuam principalmente nas reacdes bioquimicas e sdo responsaveis pelo desenvolvimento dos
precursores de aroma do cacau, consequentemente do flavor (sabor e aroma) do chocolate.
Visando identificar as possiveis diferencas no processo de fermentacdo do cacau, no que se
refere a protedlise, € que se optou por determinar a atividade das proteases (sob condicdes
previamente determinadas de temperatura, pH e concentracdo de substrato) e suas
isoenzimas em dois cultivares de cacau, PH-16 e TSH-1188 na polpa e na semente em
diferentes tempos de fermentacdo do cacau, além da determinagcdo da carga microbiana
(bolores e leveduras e mesofilos aerdbios). As proteases e suas isoenzimas foram extraidas
da polpa e da semente, parcialmente purificadas e as atividades enzimaticas determinadas
por espectrofotometria. Os resultados evidenciaram que a atividade das proteases foi maior
em 66 h de fermentacdo para ambos os cultivares, no entanto o cultivar PH-16 apresentou
valores mais elevados quando comparado como o cultivar TSH-1188 tanto na polpa (2,49
UE.mg proteina™®) quanto na semente (1,73 UE.mg proteina™). Quando avaliada a atividade
das isoenzimas os resultados demostraram que o comportamento da atividade foi semelhante
para os dois cultivares (PH-16 e TSH-1188) na polpa e na semente no que se refere as
isoenzimas aminopeptidase e carboxipeptidase, no entanto o0 comportamento da atividade da
isoenzima endoprotease mostrou-se pouco diferente para o cultivar TSH-1188, apresentado
valores maiores de atividade nesse cultivar, tanto na polpa quanto na semente. Em relacéo as
analises microbioldgicas foram evidenciadas que a contagem de bolores e leveduras
aumentou de nas primeiras 36 h para o cultivar PH-16 e para o cultivar TSH-1188 aumentou
nas primeiras 24 h, em oposicdo a contagem para mesofilos aerébios que apresentou



62

acréscimo a partir de 48 h (PH-16) e 36 h (TSH-1188) evidenciando eleva¢do da contagem
apo6s a diminuicdo da carga microbiana de bolores e leveduras. Diante dos resultados
encontrados é possivel concluir que o comportamento das proteases e das isoenzimas
(aminopeptidase e carboxipeptidase) foi semelhante nos dois cultivares tanto na polpa
quanto nas sementes. Houve apenas uma leve mudanga no comportamento da endoprotease
no cultivar TSH-1188. O periodo seguinte a reducdo da contagem da carga microbiana
relativa a bolores e leveduras condiz com o periodo de aumento da atividade das proteases.

Palavras-chave: Cacau. Protedlise. Aminopeptidase. Carboxipeptidase. Endoprotease.

ABSTRACT

The fermentation of cocoa seeds and microbial processes involving the action of enzymes that
act mainly in biochemical reactions and are responsible for development of cocoa flavor
precursors therefore the flavor (taste and aroma) of chocolate. To identify the possible
differences in the cocoa fermentation process, with regard to proteolysis, that it was decided
to determine protease activity (under predetermined conditions of temperature, pH and
substrate concentration) and its isoenzymes in two cultivars cocoa, PH-16 and TSH-1188 in
the pulp and seed on different cocoa fermentation times, besides determination of microbial
load (yeasts and molds and aerobic mesophilic). The protease and its isoenzymes were
extracted from the pulp and seed, and partially purified enzyme activities determined by
spectrophotometry. The results showed that the activity of proteases was higher at 66 h of
fermentation for both cultivars, however the cultivar PH-16 showed higher values compared
to the TSH-1188 growing both in the flesh (2.49 UE.mg protein ™) as the seed (1.73 UE.mg
protein™). When evaluated the activity of the isoenzymes the demonstrated results that the
behavior of the activity was similar for both cultivars (PH-16 and TSH-1188) in the pulp and
seed as regards aminopeptidase and carboxypeptidase isoenzymes, however activity behavior
isoenzyme endoprotease showed little different to the TSH-1188 cultivar, showed higher
activity values that grow both in the flesh and in the seed. Regarding microbiological analyzes
were shown that the mold count and yeast increased in the first 36 h for PH-16 cultivar and
TSH-1188 cultivar increased in the first 24 h, as opposed to count for aerobic mesophilic
which rose to from 48 h (PH-16) and 36 h (TSH-1188) showing elevated count after lowering
the microbial load of molds and yeasts. Considering the results it can be concluded that the
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behavior of proteases and isoenzymes (aminopeptidase and carboxypeptidase) was similar in
both cultivars both in the flesh and the seeds. There was only a slight change in behavior in
endoprotease cultivar TSH-1188. The next period count reduction of microbial load on the
molds and yeasts matches the period of increased activity of proteases.

Keywords: Cocoa. Proteolysis. Aminopeptidase. Carboxypeptidase. Endoprotease.

1. INTRODUGCAO

O cacau (Theobroma cacao L.) € uma cultura perene, cultivado em regides tropicais ao
redor do mundo (ARDHANA; FLEET, 2003). Seu fruto € o ingrediente principal na producéo
de chocolate e de seus derivados, sendo um componente importante na economia de muitos
paises entre eles o Brasil. O estado da Bahia se destaca como maior produtor do pais, mesmo
com a crise na producdo de cacau em virtude da disseminacdo da doenca vassoura-de-bruxa
gue se abateu sobre o setor cacaueiro nas Ultimas décadas (LOPES et al., 2011).

A qualidade do cacau depende de varios fatores, ndo apenas em relacéo a cultura, mas
também em relacdo ao processamento pos colheita, principalmente na fermentagdo (WOOD;
LASS, 2001; AFOAKWA et al., 2008; HII et al., 2009; DE VUYST et al., 2010). As
sementes e as polpas do cacau sdo removidas manualmente apds abertura dos frutos no
campo, sendo imediatamente contaminadas por diferentes micro-organismos provenientes e
predominates no meio ambiente (superficies dos frutos de cacau, folhas, insetos, cestos, facas,
etc.) (SCHWAN; WHEALS, 2004; DE VUYST et al., 2010). A polpa é rica em carboidratos
e serve de substratos para 0s micro-organismos durante o processo de fermentacdo
(THOMPSON; MILLER; LOPEZ, 2001; ARDHANA,; FLEET, 2003; JESPERSEN et al.,
2005; NIELSEN et al., 2007; CAMU et al., 2007, 2008 a, b; GARCIA-ARMISEN et al.,
2010; PAPALEXANDRATOU et al., 2011 a, b, c).
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Ap0s a etapa de remocgdo das sementes e polpas inicia-se a etapa de fermentacdo do
cacau que é um dos processos fundamentais no processamento pds-colheita, e é geralmente
realizada de maneira tradicional e podendo durar de quatro a seis dias, sendo realizado em
pilhas, caixas, cestos, bandejas, ou em plataformas (WOOD; LASS, 2001; SCHWAN;
WHEALS, 2004; DE VUYST et al., 2010).

Esse fendmeno espontaneo (fermentagdo) é realizado pela agdo sucessiva de micro-
organismos (leveduras, bactérias acido-lacticas e bactérias acido-acéticas) naturais do
ambiente (CRUZ et al., 2013). Como consequéncia das acdes microbianas a polpa envoltoria
das sementes de cacau € degradada, produzindo metabdlitos como produtos finais, entre eles
alcoois e acidos organicos, que se difundem pela membrana e em combinagdo com o aumento
da temperatura promovem a morte do gérmen (embrido). Essas alteracdes induzem por sua
vez uma serie de reacdes bioguimicas complexas dentro e fora das améndoas, gerando 0s
precursores (aminoacidos livres, peptideos e agUcares redutores) de sabor e aroma do cacau,
que sdo produtos das reacdes de protedlise e desmontagem de polissacarideos (HANSEN;
DEL OLMO; BURRI, 1998; THOMPSON; MILLER; LOPEZ, 2001; SCHWAN; WHEALS,
2004; AFOAKWA et al., 2008; BECKETT, 2009; FOWLER, 2009; DANIEL et al., 2009;
DE VUYST et al., 2010; THOMPSON et al., 2013).

Estudos sobre a atividade enziméatica em améndoas de cacau durante a fermentacéao
sdo realizados desde a segunda metade do século XX. Acredita-se que as enzimas a
polifenoloxidase, a invertase e as proteases tenham importancia fundamental na formacéo do
sabor de cacau e consequentemente no flavor do chocolate, uma vez que sdo responsaveis
pela formacdo dos precursores de sabor (aminoacidos livres, peptideos e acucares redutores)
desenvolvidos durante a fermentagdo. Porém, a confiabilidade e comparacdo das atividades
das enzimas do cacau sdo complicadas, devido a varia¢fes causadas por diferentes gendtipos,
origem geografica, métodos de fermentacdo utilizados e tipos de cochos empregados
(HANSEN; DEL OLMO; BURRI, 1998).

Atualmente estudos mostram que as reagdes que levam a formacéo de precursores de
sabor de aroma do cacau sdo conduzidas por enzimas enddgenas presentes nas sementes do
cacau (AFOAKWA et al.,, 2008; BECKETT, 2009). No entanto, paralelamente, outros
pesquisadores acreditam que enzimas provenientes do metabolismo de micro-organismos
tambem tenham importancia no desenvolvimento dos precursores de aroma do cacau e,
portanto, do chocolate (LEVANON; ROSSETINI, 2001).

Embora o papel essencial das enzimas enddgenas durante a fermentacdo tenha sido

evidenciado ha muitos anos, existe ainda a falta de estudos sistematicos abordando a
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comparacdo entre diferentes cultivares de cacau (HANSEN; DEL OLMO; BURRI, 1998).
Além disso, ainda ndo esta elucidado como os processos enzimaticos sdo regulados durante a
fermentacdo, quais substratos enzimaticos/produtos estdo relacionados com o sabor de
améndoas com qualidade superior e quais os fatores limitantes para esses processos
(disponibilidade de substrato e/ou enzima, gendtipo, condi¢cdes de cultivo ou processo de
fermentagdo). Sabe-se, no entanto, que as proteases ao realizarem a prote6lise produzem
precursores (peptideos e aminoacidos livres) que juntamente com o0s acgucares redutores
participardo da reacdo de Maillard durante a torrefacdo das améndoas contribuindo assim para
0 desenvolvimento do sabor e aroma cacau (HUANG; BARRINGER, 2010; VOIGT et al.,
1994a; 1994b).

Estudos extensivos acontecem buscando determinar a influéncia de fatores externos
sobre o processo de fermentacdo do cacu e melhoria das praticas tradicionais, de modo a
alcancar produtos finais de melhor qualidade. (SCHWAN, 1998; NIELSEN et al., 2007,
CAMU et al.,, 2007, 2008a). Entretanto, uma das principais dificuldades em avaliar
comparativamente as diferencas entre variedades de cacau encontra-se na escassez de
trabalhos que tenham utilizado materiais distintos submetidos aos mesmos protocolos de
fermentagdo, secagem e torracdo (EFRAIM; TUCCI; PEZOA-GARCIA, 2006). Ainda que se
tenham dados de alguns trabalhos conduzidos com genétipos de cacaueiro e de sua influéncia
nas caracteristicas sensoriais, fisicas, fisico-quimicas, ndo ha uma conclusdo solida e
generalizada sobre a real influéncia de genotipos no sabor do chocolate (BUCHELL,
KANCHANOMAI; MEYER, 2000).

Diante do exposto este estudo tem por objetivo determinar a atividade enzimética das
proteases (sob condigcdes previamente determinadas de temperatura, pH e concentracdo de
substrato) e suas isoenzimas em diferentes tempos de fermentacdo de dois cultivares de cacau
(PH-16 e TSH-1188) produzidos na regido Sul da Bahia, Brasil, bem como determinar a carga
microbiana referentes a bolores e leveduras e mesofilos aerobios, podendo por sua vez
possibilitar a ampliacdo do conhecimento cientifico sobre as mudancas que ocorrem durante o
processo fermentativo, com vista a fornecer subsidios para futuras intervengdes tecnoldgicas
ligadas a biotecnologia enzimatica, contribuindo assim para a melhoria da qualidade da

matéria-prima na producéo de chocolate.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material
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Foram estudados dois cultivares de cacau, PH 16 e TSH-1188, produzidos na Fazenda
Lajedo do Ouro (S 14° 06" 15.2" WO 39° 38' 45.8") regido sul do estado da Bahia, Brasil. O
material em estudo foi cedido pelos produtores, segundo sua disponibilidade no periodo de
realizacéo do experimento. O cultivar PH-16 (Hibrido Forastero - resultado do cruzamento do
Forastero do Alto Amazoénico com o Trinitario) foi identificado em 1996 em uma populacédo
de cacaueiros hibridos da Fazenda Porto Hibrido, no municipio de S&o José da Vitoria — BA.
Ja o cultivar TSH-1188 (Trinidad Selected Hybrids - hibrido trinitario), é originario de
Trinidade e Tobago, localizada préximo a costa oriental da Venezuela e apresenta resisténcia

a vassoura-de-bruxa e excelente produtividade.
2.2 Métodos

2.2.1 Fermentacédo dos cultivares de cacau (PH-16 e TSH-1188)

A fermentacgdo foi conduzida em cochos de madeira, contendo furos de 1,27 cm de
diametro, localizados na parte inferior e nas laterais, para permitir o escoamento do liquido
produzido durante a fermentacdo. O processo de fermentacdo foi acompanhado por sete dias
para o cultivar PH-16 e por seis dias para o cultivar TSH-1188, no entanto o revolvimento das
massa de cacau nos cochos foi realizado em tempos diferentes para os dois cultivares, o PH-
16 foi revolvido a cada 48 h e 0 TSH-1188 a cada 24 h. O revolvimento tem como objetivo
oxigenar a massa e uniformizar a temperatura. A massa de cacau foi recoberta com folhas de
bananeira para reduzir as perdas de calor e evitar o ressecamento excessivo da camada

superficial.

2.2.2 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas (aproximadamente 500g) em diferentes tempos de
fermentacdo até o final do processo, sendo congeladas imediatamente ap6s a coleta e
mantidas nessa condi¢do até o momento das analises. Foram analisadas 10 amostras das 19
coletadas referente ao cultivar PH-16, equivalentes ao tempo zero (inicio da fermentagéo) e a
12, 24, 48, 66, 84, 96, 120, 138 e 156 horas de fermentagdo e para o cultivar TSH-1188
também foram analisadas 10 amostras das 16 coletadas, sendo equivalentes aos tempos zero,
12, 24, 36, 48, 66, 84, 96, 114 e 132 horas. Durante toda a fermentacdo foram realizadas
analises de temperatura (Digital Thermometer MINIPA, modelo MT — 450) e pH (pH metro
digital Digimed DM-23) da massa de cacau conforme AOAC (2000).
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2.2.3 Determinacao da atividade das Proteases e suas isoenzimas

A atividade das proteases suas isoenzimas foi determinada na polpa e semente dos
dois cultivares de cacau sob condi¢Ges previamente determinadas de temperatura, pH e

substrato.

2.2.3.1 Extracao das proteases das polpas

A extracdo das proteases foi realizada segundo o descrito por Gomez, Lajolo e
Cordenunsi (1999) utilizando-se 100g de sementes de cacau, das quais foram retiradas
manualmente as polpas e depois imersas em solu¢do tampédo Tris-HCI 0,1M pH 7,5 na
proporcdo de 1:2 (p/v), em seguida trituradas por 3 minutos e homogeneizadas durante 30
minutos a 4°C. O homogeneizado foi centrifugado em centrifuga refrigerada HITACHI,
modelo CR22GlII1 a 20000xg durante 10 min a 4°C. O sobrenadante (extrato) foi estocado

em freezer a -18°C até a realizacdo da purificacédo parcial.

2.2.3.2 Purificacao parcial das protease das polpas

A purificacéo parcial foi realizada segundo o descrito por Deuner et al. (2005), sendo
adicionado aos extratos o sulfato de aménio [(NH,4).SO4] em quantidade suficiente para
fornecer 80% de saturacdo. O sal foi adicionado lentamente com agitacdo branda a 4 °C e
em seguida a mistura foi centrifugada a 20000xg por 60 minutos a 4°C, reservando-se 0
precipitado. Em seguida o extrato foi dialisado por 24 horas a 4°C contra o tampéo Tris-HCI
0,01M pH 7,5 em membranas de celulose (43mm) obtendo-se o extrato enzimaético
parcialmente purificado (SILVA et al., 2003), que foi estocado em freezer a -18°C até a

realizacdo das analises.

2.2.3.3 Extracao das proteases das sementes

As sementes removidas manualmente da extracdo das polpas foram liofilizadas
(Liofilizador Liotop, modelo L108) e posteriormente trituradas e desengorduradas utilizando-
se éter de petroleo como solvente (YUSEP et al., 2002), tratadas em seguida com acetona para
remocao dos polifendis, como descrito por Hansen, Del Olmo e Burri (1998). Depois da
evaporacdo do solvente, o pd das sementes tratadas foi suspenso em tampédo fosfato sddio
0,2M pH 7,5 a 4°C na proporcdo 1:5 (p/v) e homogeneizado em agitador magnético durante
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30 minutos a 4°C. Ap6s a mistura, a suspensdo foi centrifugada a 20000xg durante 10 min a
4°C, e reservado o sobrenadante sendo estocado a -18°C para a etapa de purificagdo parcial
(MISNAWI et al., 2002).

2.2.3.4 Purificacao parcial das proteases das sementes

A purificagdo parcial foi realizada segundo o descrito por Deuner et al. (2005), onde
foi adicionado aos extratos sulfato de amonio [(NH4).SO4] em quantidade suficiente para
fornecer 80 % de saturacdo. O sal foi adicionado lentamente com agitacdo brandaa 4°Cea
mistura centrifugada a 20000xg por 60 minutos a 4°C, reservando-se o precipitado. Em
seguida o extrato foi dialisado por 48 horas a 4°C contra o tampao fosfato de sodio 0,2M pH
7,5 em membranas de celulose (43mm) obtendo-se 0 extrato enzimético parcialmente
purificado (SILVA et al., 2003) que foi estocado em freezer a -18°C para a realizacdo das

analises.

2.2.3.5 Determinacéo da atividade das proteases (Polpa e Semente)

A atividade das proteases na polpa e na semente foi determinada tomando-se aliquotas
de 100 pl do extrato parcialmente purificado, adicionando-se 100 pl de tampéo fosfato de
sodio 0,1M pH 5,7 para a polpa e tampdo citrato de sédio 0,1M pH3,1 para a semente. A essa
mistura foi acrescentado 100 pl de substrato (solucéo final contendo 1,5 mg/mL de albumina
bovina sérica para polpa e semente), em seguida incubados a 50°C (polpa) e 31°C (semente)
para os dos dois cultivares por 30 minutos. A reacdo foi interrompida através da adicdo de
500ul de &cido tricloroacético (TCA) a 10%. Apo6s centrifugacdo a 10000xg por 5 minutos foi
adicionado ao sobrenadante 200 pl de NaOH 1,8N. A leitura da amostra foi realizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 280nm. Para quantificacdo foi considerada
uma unidade enzimatica a quantidade de enzima necessaria para aumentar a absorbancia em
0,01. Um controle foi utilizado com a adi¢do do TCA anteriormente a incubacdo da amostra
(GIONGO, 2006).

2.2.3.6 Determinacao da atividade da endoprotease (Polpa e Semente)

Para determinacdo da atividade da endoprotease, aliquotas de 500ul do extrato
parcialmente purificado foram incubadas a 45°C durante 30 minutos com uma mistura
contendo 20mg de albumina bovina e 2,0 mL de tampdo fosfato 0,2 M, pH 3,5. A reacéo foi
interrompida pela adicdo de 0,5 ml de solugdo de acido tricloroacético a 20% e em seguida
centrifugada a 10000xg durante 15 minutos (AMIN; JINAP; JAMILAH, 1998; HANSEN;
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DEL OLMO; BURRI, 1998). A quantidade de produtos da protetlise foi determinada pela
reacdo de ninidrina, misturando-se 400ul do sobrenadante com 400ul do reagente de
ninidrina. As misturas foram incubadas durante 15 minutos em um banho de &gua em
ebulicdo e arrefecida em gelo, por fim foi adicionado etanol (50%, 1 ml), misturado
rapidamente, sendo a absorbéancia medida a 570 nm. Uma unidade de endoprotease foi
considerada como a quantidade de enzima necessaria para liberar Immol de grupos amino por
minuto. A L-leucina foi utilizada como o padrdo (MISNAWI et al., 2002; HANSEN; DEL
OLMO; BURRI, 1998).

2.2.3.7 Determinacéo da atividade da carboxipeptidase (Polpa e Semente)

Uma solucdo de 1 mL do extrato parcialmente purificado foi incubado com uma
solugdo de Pepstatina A (10pg/ml), durante 1 hora em banho de gelo, para inibicdo da
endoprotease (AMIN; JINAP; JAMILAH, 1998; VOIGT et al., 1994a). A uma aliquota (0,5
ml) dessa mistura foi adicionado 0,5ml de tampdo fosfato de sodio 0,2M, pH 5,8 contendo
5mM de Z-Phe-Leu-OH como substrato e que foi preparado a partir de uma solucdo estoque
125mM em metanol. A mistura foi entdo incubada a 45°C durante 30 minutos. A reacao foi
interrompida pela adi¢do de 0,5ml de solugdo de &cido tricloroacético a 20%, os tubos foram
mantidos durante 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 10000xg durante 10
minutos. A reacdo da ninidrina foi realizada como descrito para a endoprotease e a atividade
também foi calculada a partir de uma curva padrdo de leucina. Uma unidade de
carboxipeptidase foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
mmol de leucina por minuto a um pH 5,8 e a 45°C (MISNAWI et al., 2002; HANSEN; DEL
OLMO; BURRI, 1998).

2.2.3.8 Determinacao da atividade da aminopeptidase (Polpa e Semente)

Os extratos foram preparados atraves da incubagdo de 30mg do pé tratado de semente
e da polpa (liofilizados) com 60mg de polivinilpolipirrolidona, 1,8ml de tampé&o fosfato 0,1M,
pH 7,0 e 1% de Triton X-100 durante 30 minutos a 4°C. O substrato foi composto de 200mM
de leucina-p-nitroanilina (H-Leu-pNA) dissolvido em dimetil sulfoxido (DMS). A mistura
para incubacdo foi constituida por 890ul de tampéo fosfato 0,1M, pH 7,0, 1% Triton X-100,
100ul do extrato e 10l da solugdo de 200mM H-Leu-pNA. A reacdo foi realizada durante 30
minutos a 37°C e a absorbancia medida a 405nm. A atividade enzimatica foi medida no

sobrenadante apos duas centrifugacdes de 10 minutos a 10000 e 20000xg. A atividade da
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enzima foi calculada a partir de uma curva padrdo de leucina-p-nitroanilina (HANSEN; DEL
OLMO; BURRI, 1998).

2.2.4 Determinacao do teor de proteina nos extratos (Polpa e Semente)

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Lowry et al. (1951), e os valores
foram usados para o célculo da atividade enzimatica especifica.

2.2.5 Determinacdo da contagem de bolores e leveduras e mesofilos aerdbios

Pesou-se 25 g de amostra em sacos estéreis e adicionou-se 225 mL do diluente estéril
(Agua peptonada: 0,1g/100 mL) e homogeneizou-se vigorosamente em Stomacher
(Homogeneizador MC 1204/DIGITAL BLENDER MC 1204). Esta foi a dilui¢cdo 1/10 ou 10
! a partir da qual, retirou-se uma aliquota de 1 mL e passou-se para um novo tubo contendo 9
mL de diluente, fazendo-se assim a diluicdo 10 e 10 sucessivamente. Feitas as diluicdes,
partiu-se para a execucdo das seguintes analises: contagem padrdo em placas de bolores e
leveduras e mesofilos aerdbios. Todas as analises foram feitas em duplicatas.

Contagem padrdo em placas de bolores e leveduras. A metodologia utilizada foi a
descrita pelo American Public Health Association (APHA, 2001). Transferiu-se 0,1 mL de
cada diluicdo para a superficie de placas de Petri estéreis contendo aproximadamente 15 mL
de Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC). Espalhou-se o in6culo por toda a
superficie do meio, com uma al¢a de Drigalski e, apds, incubou-se as placas invertidas a 25°C
por 5 dias. Acompanhou-se o crescimento das coldnias durante este periodo e efetuou-se a
contagem. Calculou-se o nimero de UFC por mililitro da amostra, multiplicando-se o nimero
de col6nias em cada placa pelo fator de diluicdo (10).

Contagem padrdo em placas de mesofilos aerdbios. Utilizou-se metodologia
descrita pelo American Public Health Association (APHA, 2001). Transferiu-se 1,0 mL de
cada diluicdo para a superficie de placas de Petri estéreis vazias. Em seguida, colocou-se 15
mL de Agar Padrdo para Contagem (PCA) fundido. Homogeneizou-se a amostra com 0 meio
de cultura através de movimentos circulares até a solidificacdo do meio. As placas foram
incubadas, invertidas, a 35°C por 48 horas. Apos a incubacdo efetuou-se a contagem direta
das coldnias. Calculou-se o nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro

da amostra.

2.3 Analise dos dados
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Todas as analises foram realizadas com duas repeti¢cdes em quadruplicatas e obtidos os
desvio padrdo dos dados, exceto as analises microbioldgicas que foram feitas em duplicatas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacéo das Proteases dos extratos (Polpa e Semente)

O periodo de fermentacdo para o cultivar PH-16 foi de 7 dias e para o cultivar TSH-
1188 foi de 6 dias. Estudos demostram que o tempo requerido para a fermentacdo das
sementes é variavel, segundo o material genético, porém para a ocorréncia das principais
reacfes que levam a formacdo dos principais precursores de sabor e aroma do cacau, as
sementes de cacau, devem ser, geralmente, fermentadas por periodo superior a cinco dias
(BECKETT, 1994), ndo devendo ultrapassar oito dias devido a decomposicdo proteica e
consequente liberacdo de amdnia, obtendo-se assim, um chocolate com odores e sabores
estranhos (OTTERER, 2004). Na Figura 1 é possivel observar o comportamento da atividade
das proteases na polpa e na semente dos cultivares PH-16 e TSH-1188.

Figura 1 — Atividade enzimética das proteases na polpa e na semente de cacau. (A) Polpa
cultivar PH-16 e TSH-1188. (B) Semente cultivar PH-16 e TSH-1188.

- 2,7 1
27 A —w—PH 16 B —a—PH 16
~—e--TSH 1188 24 —e-TSH1188

»

=
1

~

-
1

o
D
1

T‘E ’-E

}1:.1 1,8 D 181

o o

g e g 5] M
€ S

w 1,24 ¢ i w 1,2

2 ) b : 2

S 09'§ [) . 2 09 4

Z

o
[=2)
@
@
@
@

o
w
1

. . 034
Ds resultados obtidos revelam que a atividade das proteases na polpa e na semente dos
0,0
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cultivares PH-16 e TSI—R%%@, sob condicGes de temperatura (50°C pz;rez;n%)é?z)a e 31°C para
semente), quantidade de substrato (solucdo final contendo 1,5 mg/mL de albumina bovina
sérica para polpa e semente) e pH (57 para polpa e 3,1 para semente), previamente
determinados (dados ndo publicados), ap6s esse tempo a atividade decresceu.

O aumento na atividade das proteases nos primeiros dias de fermentagdo pode ser
decorrente de alguns fatores, dentre eles o descrito por Levanon e Rossetini (2001), que relata

que a fermentacdo do cacau é um processo em que as leveduras atuam diretamente sobre 0s
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carboidratos e fornecem as enzimas importantes para obtencdo final do sabor de chocolate.
Portanto, as condicdes iniciais da polpa, pH abaixo de 4.0, limitada disponibilidade de
oxigénio e alta concentracdo de acucares favorecem o estabelecimento rapido das leveduras
que se multiplicam rapidamente nas 12 h, persistindo por um periodo de 24 a 36 horas na
fermentacdo do cacau (THOMPSON; MILLER; LOPEZ, 2001; ARDHANA,; FLEET, 2003;
SCHWAN; WHEALS, 2004; JESPERSEN et al., 2005; CAMU et al., 2007; NIELSEN et al.,
2007).

Estudos demonstram ainda que as leveduras convertem os acgUcares da polpa em etanol
e a presenca do alcool produzido inibe o seu proprio crescimento, ocorrendo assim a autdlise
das células das leveduras com consequente liberacdo das enzimas, essas por sua vez
promovem a formacao dos precursores de sabor do chocolate. Dentre as leveduras presentes
as principais espécies sdo Saccharomyces cerevisaee a Candida krusei, predominantes na
Bahia (OETTERER, 2006). Espécies do género Candida sdo capazes de produzir lipases,
poligalacturonases e proteases, assim como outras leveduras e fungos podem produzir estas
ou outras enzimas, como algumas espécies de Aspergillus que possuem atividade lipolitica,
celulolitica e proteolitica (RIBEIRO, 1990; OYEWOLE, 2001; D’ANNIBALE et al., 2006;
ZOUMPANIQTI et al., 2006).

Outro estudo importante e que corrobora com a indicacdo de possivel lise celular da
microbiota fermentativa foi o realizado por Adeyeye et al. (2009), que demonstrou que o nivel
de proteinas em améndoas de cacau fermentadas (15,2 g/100 g) foi 10,4% maior do que o
nivel de proteinas de améndoas nao fermentadas (13,6 g/100 g).

Vale salientar que além das proteases de origem microbiana, existem as que sdo
inerentes as sementes de cacau (enddgenas) e que sdo ativadas depois da ruptura da célula e
acidificacdo durante a fermentagdo, sendo que os oligopeptideos e os aminoacidos formados
estdo relacionados com o aroma e sabor do cacau. Para que ocorra a protedlise é necessario
um periodo minimo de 24 a 36 h com temperaturas abaixo de 45°C (BIEHL,;
PASSERN,1982).

Na Figura 1-A e 1-B é possivel ainda observar que as proteases se mostraram mais
ativa no cultivar PH-16 com valores de atividade variando de 1,79 a 2,49 UE.mg proteina™na
polpa e de 1,37 a 1,73 UE.mg proteina®na semente, enquanto que no cultivar TSH-1188
variou de 0,95 a 1,28 UE.mg proteina™ na polpa e na semente de 0,57 a 0,81 UE.mg proteina’
! Essa diferenca pode derivar de variacées nas praticas de fermentac&o, tais como o regime de
revolvimento das sementes e/ou fatores de pré-fermentacdo, como o tempo de colheita, grau

de maturidade das sementes, bem como diferenca também de gendtipo (BIEHL,;
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WEWETZER; PASSERN, 1982; AMIN; JINAP; JAMILAH, 1997; LUNA, 2002; TAYLOR,
2002; TAYLOR; ROBERTS, 2004). O revolvimento para o cultivar PH-16 ocorreu a cada 48
horas e para o cultivar TSH-1188 a cada 24 horas, sendo, portanto, a fase anaerdbica maior no
cultivar PH-16, o que possivelmente promoveu uma multiplicagdo maior dos micro-
organismos (leveduras) e consequentemente uma maior producgéo de enzimas. De acordo com
Varnam e Sutherland (1997), as enzimas proteoliticas sdo as mais importantes na formacéo do
aroma e sabor, sendo mais ativas na fase anaerobica de fermentacdo das sementes de cacau.
Estudos mostram ainda que a produc@o microbiana de protease obedece a condigdes proprias
de cada espécie e também ao meio utilizado para fermentacéo, estando sujeita a diferencas de
producdo (ABIDI; LIMAN; NEGIB, 2008; SANDHYA et al., 2005).

Os niveis maximos de atividade das proteases foram alcancados em 66 horas de
fermentacdo (Figura 1-A e 1-B) para os dois cultivares, sendo os valores respectivamente
nesse tempo de 2,5 UE.mg proteina™ na polpa e 1,7 UE.mg proteina™ na semente para o
cultivar PH-16 e 1,3UE.mg proteina™ na polpa e 0,8 UE.mg proteina™ na semente para o
cultivar TSH-1188.

A maior atividade enzimatica no cultivar PH-16 possivelmente terd reflexo na
concentragcdo e no comportamento das proteases frente aos inimeros processos celulares vitais
nas plantas, tais como a maturacdo da proteina (GUILLOTEAU et al., 2005), bem como a
protedlise que fornecem aminoécidos livres (SANCHEZ-MUNDO; BAUTISTA-MUNOZ;
JARAMILLO-FLORES, 2010) sendo esses muito importantes para o desenvolvimento do
aroma e sabor do cacau (AFOAKWA et al., 2009; THOMPSON; MILLER; LOPEZ, 2001,
VOIGT et al., 1994a; 1994b). Uma maior degradacdo de proteinas na fermentacdo de cacau
apos 48 horas foi encontrado em estudo realizado por Biehl, Wewetzer e Passern (1982).

A menor atividade das proteases no cultivar TSH-1188 na polpa e na semente quando
comparada com o cultivar PH-16 pode também estar relacionada com uma menor degradacao
protéica e caracteristicas da testa, afetando o tempo de entrada de acidos organicos formados
durante a fermentacdo, e em consequéncia, retarda a ativacdo das enzimas. Portanto ha
diferengas na atividade enzimatica em certos genétipos (HANSEN et al., 2000).

E possivel observar ainda que as proteases se mostraram ativa durante todo o processo
fermentativo, tanto na polpa quanto na semente dos dois cultivares (total de horas de
fermentacdo respectivamente para o cultivar PH-16 e TSH-1188 foi de 156 e 132 h).
Resultados semelhantes foram encontrados por Aragdo (1992) que constatou reducédo linear
na concentracdo das proteinas das sementes de cupuacu (Theobroma grandiflorum) durante a
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fermentagdo de sementes frescas do tempo zero até 168 h de fermentacdo, comprovando a
atividade proteolitica durante todo o processo fermentativo.

Nesse estudo os resultados evidenciaram que o potencial de atividade das proteases é
maior na polpa do que na semente para os dois cultivares, mostrando assim uma acentuada
presenca da enzima na polpa. Os sistemas mais usados para a fermentagéo das sementes de
cacau s3o caixas de madeira, cestas, empilhamentos e bandejas (LOPES; GARCIA;
VASCONCELOQOS, 2003). Aquarone et al. (2001) defendem que o processamento em caixas €
melhor, pois permite certas trocas fisico-quimicas (oxidacdo, ativacdo de enzimas, etc) na
polpa. As amostras em estudo foram fermentadas em caixas de madeiras estando em
concordancia com o descrito anteriormente. Portanto, o tipo de processamento de fermentacao
colabora de forma positiva para uma maior atividade de enzima principalmente na polpa.

Apesar do comportamento semelhante das proteases nos dois cultivares (Ph-16 e
TSH-1188) na polpa e na semente em condic¢des previamente determinadas de pH, substrato
e temperatura é possivel perceber, através de valores em termos percentuais demonstrado na
Figura 2-A e 2-B, que a reducdo da atividade da protease na polpa do cultivar PH-16 ao fim
de 156h de fermentacdo, foi de 28,21%, quando comparado com a atividade maxima
registrada com 66h, ja para a semente do mesmo cultivar a reducéo foi de 20,47%. Em relacédo
ao cultivar TSH-1188 foi constatado uma redugéo de atividade de 25,78% na polpa com 132h
de fermentacdo, quando comparado com a atividade méxima registrada que também foi em
66h, para a semente desse mesmo cultivar a reducéo foi de 28,66%.

A reducdo da atividade das proteases reflete a concentracdo da enzima nos extratos
estudados e os resultados mostram que a concentracao das proteases diminuiu depois das 66 h
de fermentacéo para os dois cultivares tanto na polpa quanto na semente, atenuando assim a

sua atividade.

Figura 2 - Percentual de reducdo da atividade enzimética das proteases na polpa e na semente

de cacau. (A) cultivar PH-16; (B) cultivar TSH-1188.
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Em se tratando de proteases exdgena de origem microbiana a redugdo do potencial da
atividade esta ligada a um rapido processo de desativacdo, o que é caracteristico na producéo
de proteases por micro-organismos (JANSSEN; PEEK; MORGAN, 1994). Além disso, a
atividade enzimatica pode sofrer interferéncia tanto dos fatores biologicos como fisico-
quimico como pH e temperatura durante a fermentacdo (SANOMIYA; NAHAS, 2003,
MACCHERONI JUNIOR; ARAUJO; AZEVEDO, 2004).

Outro estudo muito importante que explica o provavel abrandamento da atividade da
protease, nesse caso de origem enddgena, durante o processo de fermentacdo de cacau foi
realizado por Hansen et al., (2000), que descreve que o periodo real da acessibilidade das

enzimas aos substratos, e o periodo de atuagdo é curto.

3.2. Determinag&o de bolores e leveduras e mesdfilos aerobios

Nas tabelas 1 e 2 estdo apresentados os resultados referentes as contagens de micro-
organismos bolores e leveduras e mesdfilos aerdbios (respectivamente), em diferentes
tempos de fermentacdo do cacau para os dois cultivares PH-16 e TSH-1188.

Os resultados (Tabela 1) demonstram que houve aumento na contagem de bolores e
leveduras nos tempos de fermentacédo equivalentes a 12, 24 e 36 h seguido de um decréscimo
a partir do segundo dia (48 h) para o cultivar PH-16 e em relacdo ao cultivar TSH-1188 houve
aumento com 12 e 24 h, seqguido de um decréscimo a partir de 36 h. Esses resultados
comprovam as informacGes ja descritas nesse estudo, onde foi evidenciado que a fase
anaerdbica foi maior no cultivar PH-16 do que no cultivar TSH-1188, o que possivelmente
promoveu uma multiplicagio maior dos micro-organismos (bolores e leveduras) e

consequentemente uma maior producdo de enzimas.

Tabela 1 — Contagem de bolores e leveduras em sementes de dois cultivares de cacau
durante o processo de fermentagéo.

Tempo PH-16 TSH-1188
Inicio 36x10° 34x10°
Bolores e

Leveduras |12h 40x10*  3,9x10*
(UFClg)* 24 h 57x10° 56x10°
36h 6,0x10°  4,6x10°
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48 h 28x10° <1,0x10°2
66 h <1,0x10% <1,0x10°?
84 h <1,0x10% <1,0x10°?
96 h <1,0x10% <1,0x10°2

114 h <1,0x10°2
120 h <1,0x10°2
132 h <1,0x10°2

138h  0,8x10°?
156h  1,0x10°?
* Unidade Formadora de Colnia por grama.

Tabela 2 — Contagem de mesdéfilos aer6bios em sementes de dois cultivares de cacau
durante o processo de fermentagéo.

Tempo PH-16  TSH-1188
Inicio 24x10° 2,0x10°
12 h 20x10° 1,7x10°
24 h 2,1x10® 19x10°
36h 40x10° 3,2x10°

Bactérias 48 h 51x10* 4,9x10*
Aerobias 66 h 58x10° 5,7x10°
Mesofilas 84 h 53x10° 5,0 x 10°
(UFClg)* 6 .
96 h 47x10° 45x10
114 h 4,0x10°
120 h 4,3x10°
132 h 42 x10°

138 h 4,6 x 10°

156h  53x10°
* Unidade Formadora de Col6nia por grama.

Em referéncia a contagem de mesdéfilos aerébios (Tabela 2) o comportamento se opde
ao dos bolores e leveduras. Os resultados evidenciaram um aumento na contagem a partir de
48 h para o cultivar PH-16 e para o cultivar TSH-1188 a partir de 36 h. A diminuicdo na carga
microbiana referente a bolores e leveduras seguida do aumento da contagem de mesofilos
aerobios, para ambos os cultivares, coincide com o inicio do processo de revolvimento, ou
seja, oxigenacao da massa de cacau na fermentacdo. Estudos ja evidenciaram a predominancia
dos bolores e leveduras na fase inicial da fermentacdo (24-36 horas), entretanto, com a

producdo de alcool pelos mesmos e a aeragdo (revolvimento da massa), a fermentacdo
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anaerobica da lugar a fermentacdo aerdbica, e consequentemente ocasiona a morte desses
fungos, possibilitando assim a proliferagdo de outros como bactérias, que apesar de j& estarem
presentes desde o inicio da fermentacdo, s6 se tornam dominantes nesse momento
(SCHWAN; WHEALS, 2004; CAMU et al., 2007; VUYST et al., 2010).

E importante salientar que as sucessdes de micro-organismos no processo fermentativo
do cacau refletem os fatores ambientais, como temperatura, pH e quantidade de oxigénio, e
ainda a composicdo da polpa, as condi¢BGes de colheita do fruto, e a contaminacgéo inicial
(CAMU et al., 2007).

3.3. Determinacéo das Isoenzimas dos extratos

As trés isoenzimas estudadas mostraram perfis de atividade semelhantes nos dois
cultivares (PH-16 e TSH-1188) tanto na polpa como na semente, apresentando-se ativa em
todo o processo de fermentacdo do cacau, apesar de demonstrar decréscimo na atividade.

Em relagdo & aminopeptidase (Figura 4-A) os valores da atividade no cultivar PH-16
variaram de 0,62 a 0,07 unidades g™ Peso Seco Desengordurado - PSD (polpa) e 0,68 a 0,08
unidades g*PSD (semente) e para o cultivar TSH-1188 variou de 0,64 a 0,07 unidades g*
PSD (polpa) e 0,68 a 0,068 unidades g™ PSD (semente). Pelos valores encontrados é possivel
perceber que houve pouca diferenca na atividade e no comportamento da aminopeptidase na
polpa e na semente de ambos os cultivares. Os valores da atividade nesse estudo decrescem
quase que linearmente durante todo o processo de fermentacdo, estando esses resultados em
consonancia com o relato dos autores Hansen, Del Olmo e Burri (1998) e Hansen et al. (2000)
quando descrevem que as aminopeptidases, invertases e polifenoloxidases sdo sensiveis sendo
fortemente inativadas durante o processo de fermentacdo. Os autores observaram ainda um
decréscimo na atividade da aminopeptidase iniciando com 1,14 unidades g™ PSD e ao fim do

quarto dia, um valor de 0,06 unidades g PSD

Figura 4 - Atividade das isoenzimas na polpa e na semente de dois cultivares de cacau. (A)
Aminopeptidase; (B) Carboxipeptidase; (C) Endoprotease.
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Em se tratando da atividade da carboxipeptidase (Figura 4-B) no cultivar PH-16
apresentou valores entre 0,68a 0,07 unidades g™ PSD (polpa) e 0,64 a 0,07unidades g™ PSD
(semente) e para o cultivar TSH-1188 0,68 a 0,09unidades g* PSD (polpa) e 0,62 a
0,06unidades g* PSD (semente). Assim como a aminopeptidase o comportamento foi
semelhante para os dois cultivares e os valores pouco diferiram, apesar de uma reducdo mais
branda da atividade da carboxipeptidase entre relacdo a aminopeptidase. Hansen et al. (2000)
também relata que a carboxipeptidase € parcialmente inativada durante a fermentacéo.
Segundo estes autores, a inativacdo, tanto para a aminopeptidase quanto para a
carboxipeptidase, pode ser desencadeada pelo calor, pela presenca de acidos ou pelos
polifendis. Outro estudo realizado por Hansen, Del Olmo e Burri (1998) demonstrou que a
atividade inicial da carboxipeptidase foi de 0,33 unidades g™ PSD, e ao final do quarto dia a
atividade foi de 0,05unidades g™ PSD, o que demonstra um valor inicial abaixo do encontrado
nesse estudo, porém evidencia a inativacdo da enzima com resultados finais mais proximos
dos encontrados nesse trabalho. Estudo como o realizado por Yusep et al. (2002) demonstra
que a concentracdo de aminodcidos livres é aumentada quando ha maior concentragdo de
carboxipeptidase, indicando assim, uma maior presenca dos chamados precursores de sabor e
aroma do cacau e, portanto, do chocolate.

Ja em relacédo a atividade da endoprotease (Figura 4-C), os resultados encontrados
variaram de 1,94 a 0,51 unidades g™ PSD (polpa) e 2,46 - 0,59 unidades g* PSD (semente)
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para o cultivar PH-116 e 2,54 - 0,56 unidades g PSD (polpa) e 2,96 — 0,61 unidades g™ PSD
(semente) para o cultivar TSH-1188. Portanto, valores maiores da atividade foram obtidos

para o cultivar TSH-1188, demonstrando assim uma maior concentracdo da enzima

endoprotease nesse cultivar. Hansen et al. (2000) relatam que as endoproteases e glicosidases

permanecem ativas durante todo o processo de fermentacdo do cacau. Além disso, os autores

descrevem que as enzimas exibem diferentes estabilidades durante o processo de fermentacéo,

principalmente no que se refere a inativacdo, sendo, portanto, mais resistente ao calor,

presenca de acidos ou acédo dos polifenais.

4., CONCLUSOES

A determinacgdo das proteases nos dois cultivares (PH-16 e TSH-1188) na polpa e na
semente indica que ha diferenca em relacdo ao potencial de atividade para ambos,
apesar de apresentarem comportamento semelhante com atividade crescente até 66
horas de fermentacdo e posterior decréscimo da atividade enzimética, portanto, o
aumento da atividade nos primeiros dias coincide com o periodo de crescimento de
micro-organismos especialmente de fungos e leveduras (fase anaerobica) que séo bons
secretores de enzimas entre elas as proteases.

A protease mostrou-se mais ativa no cultivar PH-16 com valores de atividade variando
de 1,79 a 2,49 UE.mg proteina™ na polpa e de 1,37 a 1,73 UE.mg proteina™ na
semente, enquanto que no cultivar TSH-118 variou de 0,95 a 1,28 UE.mg proteina™ na
polpa e na semente de 0,57 a 0,81 UE.mg protefna™, indicando uma maior presenca da
protease na polpa.

Em relacdo a determinacdo das aminopeptidase e carboxipeptidase foi demonstrado
gue o comportamento da atividade foi semelhante para os dois cultivares (PH-16 e
TSH-1188) na polpa e na semente, no entanto 0 comportamento da endoprotease foi
um pouco diferente para o cultivar TSH-1188, apresentado valores maiores de
atividade nesse cultivar, tanto na polpa quanto na semente.

A contagem de bolores e leveduras mostrou-se crescente nos tempos de 12 a 36 h para
o cultivar PH-16, e para o cultivar TSH-1188 nos tempos referentes a 12 a 24 h de
fermentacdo, seguida de redugdo da carga microbiana em ambos os cultivares. Em
relacdo a contagem de mesofilos aerdbios mostrou-se crescente a partir de 48 h para o
cultivar PH-16, e para o cultivar TSH-1188 a partir de 36 h de fermentacdo, esses

resultados indicam que o periodo seguinte a reducdo da contagem dos bolores e
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leveduras condiz com o periodo de aumento da atividade das proteases, mostrando

assim possivel producdo dessas por esses micro-organismos;

5. PERSPECTIVA FUTURAS
e Mais estudos sdo necessarios para a compreensdo do processo de protedlise durante a
fermentacdo do cacau objetivando ampliar o conhecimento sobre as mudancgas que
ocorrem (ou que possam ocorrer) e que nao puderam ser esclarecidas neste estudo.
e Os resultados encontrados nesse trabalho abrem uma perspectiva para futuras
intervencdes no processo de fermentagdo do cacau, de modo a otimizar a atuagdo da

protease e suas isoenzimas.
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