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Abstract
Info This work aimed to optimize the beneficiation of cacao
Recebido: 09/2020 beans (Theobroma cacao 1) using a sustainable fermenter.
Publicado: 12/2020 This was done by formulating an alternative broth
DOI: 10.29247/2358-260X.2020v7i2.4753 containing the co-product of the initial fermentation (f1), to

improve the extract for cultivation of the specific
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microorganisms, followed by the activation and replication

Palavras-Chave of the yeast strains, in order to achieve the multiplication in
Cacau. Biodiversidade. Fermentagdo. biomass of the start cells to reach a proportion where they
Keywords: can be re inoculated into the fermentation stage intended
Cocoa. Biodiversity. Fermentation. to be optimized (f2). The cacao samples must undergo safe

and efficient processes since biochemical transformations

that cause sensory changes take place during these steps.

The following parameters were observed during Initial

(FO) and final (F1) Fermentation, Drying, Roasting at 170 °
C: Temperature ° C, pH, °Brix, Moisture (%), Ash (%), Protein (%), Lipids (%), Microbiology (CFU) in trials
with start inoculum (f2) and those without inoculum (f1). The results of the analyses indicate a reduction of
fermentation time from 7 to 5 days, as represented by an increase in the pH of 5.19 and decline of ¢ Brix on
day 5, as well as greater availability of phenolic compounds 331.5 mg.AG. g-1 and Antioxidant Activity 148.5
umol. Trolox.g. This allows us to conclude that the optimization performed resulted in nibs with better
biochemical availability than those obtained through the conventional trial

Resumo

O trabalho versa na otimizac¢do do beneficiamento dos nibs do cacau (Theobroma cacao L) utilizando
fermentador sustentavel; formulando o caldo alternativo que contém o co-produto da fermentagio
inicial (f1) para auxiliar no extrato para o cultivo dos microrganismos especificos, seguido da ativagio e
repique das cepas leveduriformes para o alcance da multiplicagdo na biomassa de células start até uma
propor¢do que possam ser reinoculadas na etapa da fermentagcdo a ser otimizado (f2), onde as
amostragens sdo cacau (cultura pura) coletado durante o beneficiamento, para isso, as améndoas de
cacau necessitam serem submetidos a processos seguros e eficientes, jd que nestas etapas ocorrem
transformagdes bioquimicas que desencadeiam os precursores sensoriais do chocolate. Foi observado
mediante o monitoramento das amostras a partir do programa de estatistica R durante as etapas da
Fermentacdo inicial (FO) e final (F1); Secagem; Torracdo a 170 2C; Temperatura 2C, pH, Sélidos soluveis
totais (2 Brix), Umidade (%), Cinzas (%), Proteinas (%), Lipidios (%), Microbiologia (UFC) nos ensaios
sem (f1) e com indculo start (f2). Os resultados referente as andlises encontrados direcionam a uma
reducdo do tempo de fermentacdo de 7 para 5 dias, sustentado com aumento no pH 5,19 e declinio do
°Brix no 5° dia, maior disponibilidade para Compostos Fenoélicos 331,5 mg.AG. g-1 e Atividade
Antioxidante 148,5 pymol.Trolox.g o que permite concluir que a otimizacao efetuada foi potencialmente
preferivel e obteve nibs com disponibilidade bioquimica mais eficientes que os nibs resultantes do
ensaio para o beneficiamento convencional efetuado por produtores tradicionais
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1. INTRODUGAO

“A producio de cacau do Para é de 132 mil
t/ano e atualmente é o maior produtor do Brasil”
(Governo do Estado do Para, 2019). O consumo do
cacau oscila de acordo com os de costumes de cada
regidao de origem, sendo consumido zz natura ou na
forma de produtos como chocolate, achocolatado,
chocolate em p9, licor fino, bebida fermentada e calda
a base do chocolate. Estes derivados do cacau também
sdo muito consumidos em produtos de confeitaria por
serem utilizados como matérias primas na elaboragao
de bolos, sorvetes, mousses e etc (OLIVEIRA 2015).

“O termo Theo (Deus) broma (alimento) advém
da lenda asteca que se refere ao fruto do cacau como
um alimento dos deuses” (OETTERER et al., 2000).
“Pertencente a familia Sterculiacea, arvore de cultura
perene, nativa das matas equatoriais da regido
Amazonica, América do Sul e Central”, de solos
profundos, permedveis, férteis ou adubados,
necessitando de sombra. O plantio deve ser feito na
época das chuvas cuja florac¢io acontece no verio e sua
frutificacdo entre outono e inverno e sua propagacgao se
da mediante as sementes que constituem a parte
econdmica do cultivo, variam em forma e tamanho,
segundo a variedade; sdo, via regra, achatadas. (CRUZ
2012; SANTOS 2010; DEUS 2015; PEREIRA 2013),
fornecendo a matéria prima para a elaboracio do
chocolate,  produto  altamente  energético e
(LEITE 2012,

CAVALCANTE 2010; MAKI 2000) o que faz deste

mundialmente consumido
fruto um alimento de exacerbada exceléncia, ao que se
refere as inumeras riquezas naturais da Amazonia
Paraense. Firma-se como um alimento apreciado por
sua singularidade de aspecto sensorial e nutricional
benéfica ao metabolismo humano, sendo sua
composicio de pericarpo (casca) e polpa carnosa, figura
1, com variagdo na forma, tamanho e cor. Nas

améndoas da semente existe também fécula, acuicar,

amido, acido oxilico, tanino e enzimas hidrolisantes. A
semente contém 34-56 % de matéria graxa e 6leo ¢ a
polpa adocicada contém 12 % de sacarina e quando
fermentada produz o exsudado do cacau, licor, vinagre
fino, dlcool de boa qualidade.

As etapas de fermentacdo e secagem estdo
inclusas nas sequéncias das operagdes especificas
associadas ao processo racional de beneficiamento das
sementes de cacau e que em conjunto, corroboram para
a elevacio da qualidade final das améndoas, uma vez
que sejam de vital importancia, pois atuam como a
principal matéria prima na elaboragio de uma variedade
de produtos derivados do cacau, e que nenhum outro
processamento posterior (conservagdo e transporte) é
capaz de corrigir falhas nestas etapas iniciais de

beneficiamento (BRITO 2013).

FIGURA 1 — Tlustracdo do Fruto do cacau.
Fonte — Autor, 2020.

1.1 Fermentagdes do cacau

A Fermentagdo ¢ um processo metabdlico
exotérmico onde hd producio de energia na forma de
calor, devido as complexas reagbes que culmina na
morte do embrido, com isso os compostos fendlicos
entram em contato com as enzimas polifenoloxidase e
glicosidase presentes das sementes, ocasionando reagio
de oxidag¢io, complexacio com proteinas e formagio de
pigmentos, como as quinonas (DIAZ 2016). O
processo fermentativo é antigo e tradicionalmente

aplicado para produzir, conservar e/ou modificar o
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flavor ~ desagradavel, adstringente e amargo das
améndoas, caracteristico da transformacio tecnoldgica
do cacau em chocolate e dos diversos produtos
analogos do cacau (AMORIM 2005; PRADO 2007;
SANTOS 2010; SERRA et al., 2016).

A matéria organica exposta a0 processo ¢ um
sistema de moléculas complexas, mas sio sintetizados a
outras moléculas mais simples, devido a acdo incessante
de certos microrganismos denominados fermentos,
estando intrinseca ao alimento iz natura, por esse
motivo a fermentagio torna-se responsavel pelo inicio
da formacdo dos precursores sensoriais do chocolate

(NELSON e COX 2014; ALMEIDA et al., 2011).

Entre os parametros que compdem e
contribuem para o processo fermentativo estd a
temperatura, a acidez em que se encontram as sementes,
o intervalo de tempo que desencadeia todo o processo
e principalmente a capacidade de degradagdo das
leveduras, juntamente com a microflora que constitui o
ambiente em que o fruto é submetido ao iniciar o
processo (CRUZ 2012).

O ambiente que favorece a fermentagdo esta
relacionado a4 manutencdo das boas praticas do
manipulador e equipamentos, consecutivamente,
podendo haver contaminacio cruzada, pois neste, ha
presenca de substratos formados pela contaminagio

(MAKI  2006),

contaminantes naturais da planta e fungos ndo

com microrganismos endofiticos
causadores de danos ao hospedeiro (Colletotrichum spp),
certas espécies crescem e se proliferam, outras siao
mortas por conta da disputa por nutrientes, condigbes
ambientais do sistema o qual estido dispostas, tipo de
fermentacdo, pH, temperatura, carboidratos, aeracio,

etc (MIGLIARI 2001).

1.2 Reagdes de Maillard
A despigmentagiao das améndoas do cacau é

provocada pela reagdo e intera¢io do grupo amina com

acucar redutor (aldeido), um monossacarideo, via
condensac¢do do grupo carbonila com a amina (ataque
nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio do grupo
amina); seguem com a eliminacdo de agua e formagao
da glicosilamina, estas reacOes acontecem a partir de
condi¢cbes apropriadas e a velocidade depende de
fatores, como temperatura > 40 © C, atividade de 4gua,
pH na faixa de 6,0 a 8,0 umidade relativa 30 a 70 %,
acucar redutor, quantidade de oxigénio, presenca de
metais, fosfatos e diéxido de enxofre (RIPPER 2015;
NESPOLO et al., 2015; SILVA et al., 2014).

1.3 Fases de agao das leveduras

Leveduras possuem mecanismo genético para
metabolizar agucares por dois processos distintos para
o alcance de energia, aerdbica (respiracdo) ou
anaerobica (fermentagdo). Uma vez que crescem e se
reproduzem mais rapidamente que bolores, sido
aerébios facultativos,

logo, adaptam—se

metabolicamente a presenca ou auséncia de O>
(BARROS 2013; LIMA 2001).

Os principais microrganismos que atuam no
processo de fermentacdo de certos alimentos sio
leveduras, onde, degradam e consomem os substratos
como agucares simples, da polpa do cacau, expelindo
enzimas para produzir biomassa e metabélitos a partir
dessa degradagio, modificando o composto inicial,
sendo os propulsores dos pigmentos intrinsecos as
améndoas de cacau, produzem etanol, acidos e
subprodutos modificados, objetivando caracteristicas
desejaveis ao produto final (ALMEIDA et al., 2011;
LIMA 2001).

A otima  predominancia das  células
leveduriformes, esta nas temperaturas mesoéfilas, entre
25 — 28 °C, em alimentos liquidos, que por serem
unicelulares se dispersam melhor nesse ambiente,

proliferam-se em distintas concentra¢oes de (CO») e

adaptam-se em ambientes com pH acido com 6tima
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atividade na faixa de 4,0 a 4,5 (SILVA et al.,2017),
excretando enzimas responsaveis por degradar a polpa

e serem convertidas em produtos finais de interesse

(AMORIM 2005).

1.4 Secagem

O processo ¢é essencial, pois mantém a
estabilidade e qualidade das améndoas requerida pelo
comércio de distribuicdo. Este tratamento requer a
umidade necessaria para o armazenamento, também
proporciona a continuidade das reagGes quimicas
estabilizam a

concomitantes cor

que marrom,
caracteristica das améndoas do cacau processadas, além
de ser a etapa responsavel pela reducio da acidez final
(IMBERTI 2017; CRUZ 2012).

A proposta deste trabalho concerne além da
insercao de um fermentador sustentavel; a elaboracio
de um coquetel szarf obtido no processo da fermentagao
convencional inicial (f;), objetivando o melhoramento e
a padronizacio do processo fermentativo para por fim,
obter a matéria prima final de qualidade, exacerbada
além de apresentar uma alternativa acessivel para o

beneficiamento do cacau, corroborando para agregaciao

de valor da cadeia produtiva do cacau.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coletas amostrais no processo de fermentagio ()¢ foi monitorado durante

As amostras foram retiradas em diferentes

pontos do fermentador, aleatoriamente, onde as
sementes foram introduzidas em sacos de polietilenos
estéreis, e as amostras liquidas (exsudado) foram
retiradas do fermentador com o auxilio de uma pipeta
Pastenr e acondicionadas em garrafas plasticas estéreis
que suportam até 10 g, os recipientes contendo as
amostras foram codificadas de acordo com o dia e
temperatura na qual se encontravam em cada uma das
etapas que compode o beneficiamento do cacau para

elaboracio dos #ibs finais e em seguida, foram

armazenadas em uma caixa térmica de isopor a
temperatura inferior a — 5 °C. Parte das amostras foi
direcionada para a realizagdo das analises fisicas, fisico-
quimicas e bioquimicas no laboratério de Tecnologia de
Alimentos ¢ Quimica da UEPA, Campus V/CCNT e
outra parte utilizada para isolar as células
leveduriformes por semeadura, e plaqueamento do
analito, ap6s a diluicdlo em série, as analises
microbiolégicas foram executadas no LAMICRO,
laboratério de microbiologia, do Laboratério Central
do Para, LACEN-PA. Dos reagentes utilizados estao
SCMA, para atividade antioxidante; Microscopio

6ptico-XSZ21-05b.

3.31 ENSAIO DA FERMENTACAO EM
FERMENTADOR SUSTENTAVEL - (£)

O fermentador é composto de material
isolante, folha de compensado, confeccionado no
laboratério  de  Designer/CCNT, contém um
compartimento central, removivel, com orificios,
preparado mediante a técnica do filetador em garrafas
PETSs para captar o exsudado do cacau resultante do
processo fermentativo das améndoas para que possa ser
reaproveitado na formula¢io do caldo alternativo para
multiplicagdo de microrganismos de interesse. Nesse
processo da fermenta¢io continha 1,835 kg de sementes
sete dias, realizando
revolvimentos nos intervalos, seqiienciais: -0 h, 24 h, 48
h, 72 'h, 96 h, 120 h, 144 h ¢ 168 horas em que ocorreu
esta etapa.

3.3.2 Avaliagdo da Qualidade das Améndoas

Aplicada 2o final da etapa de secagem com a
finalidade de avaliar o grau e a qualidade das améndoas
submetidas as etapas de fermentagdo. Foram coletadas
100 améndoas aleatoriamente ¢ entio submetidas a
cortes longitudinais, com o auxilio de um material de
superficie devidamente

cortante, higienizado,
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classificando-as se estas estavam aptas ou nao a serem

comercializadas, considerando a coloracio e a

compartimentacio dos cotilédones (BRASIL 2008).

34 METODOLOGIAS PARA OBTENGCAO DA

CULTURA START

O método corresponde a inoculagio de uma
cultura pura de cepas isoladas da fermentacio inicial (f)
no meio fermentativo a ser otimizado (). O
procedimento para a aquisi¢io da cultura star# iniciou
apos a certificagdo do crescimento dos fungos em placas
contendo agar DRBC, o ensaio procedeu com o repique
do material apds a selegdo e isolamento destes para que
entdio possa dar inicio a multiplicagdo dos
microrganismos de interesse (células leveduriformes)
em 4agar SABOURAUD e caldo nutritivo,
respectivamente, para que por fim, mediante o
microcultivo das cepas, estas possam ser reativadas até
certa propor¢io que possa garantir o desenvolvimento
positivo e preliminar do coquetel starz. As anilises
bioquimicas efetuadas nos wzbs resultantes da
fermentacdo inicial e com inéculo szart foi parametro
para avaliar a tendéncia do procedimento proposto para
com a otimizacdo da fermentacio das améndoas

proposta neste estudo.

3.4.1 Crescimento, separagio e isolamento de
Células Leveduriformes
3.4.1.1 Pré-tratamento das amostras

Na primeira dilui¢io seriada analitica 10,
figura 2, contém 25 g das amostras améndoas e
exsudado em 225 ml de APT (diluente esterilizante).
As diluigdes decimais sucessivas iniciam apds a
transferéncia de 1 ml. da dilui¢do inicial, com auxilio de
pipeta estéril para o tubo de ensaio contendo 9 mL de
dgua peptonada (AP) 102 e finaliza apés a dilui¢do 10-3
obtida de maneira similar a dilui¢do anterior (SILVA et

al,, 2017).

FIGURA 2 - Amostragens em 4agua peptonada
tamponada (APT) estéreis, diluigdes 10-.

3.4.1.2 Plaqueamento para o crescimento das
células leveduriformes

O método baseia se na semeadura de aliquotas
amostrais retitadas de cada uma das diluicdes decimais
seriadas citadas acima na superficie de placas, para isso,
foi semeado aliquotas de 0,1 mL com auxilio da pipetas
esterilizadas no centro da superficie de placas
descartaveis (Spread Plate), utilizando o bastio de vidro
em L, para espalhar uniformemente o inéculo na
superficie do meio sélido agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenico/ (DRBC), que contém antibiético inibidor
de bactérias. As placas foram invertidas e incubadas
durante 3a 5 dias a 25 = 1 °C em Demanda Bioquimica
de Oxigénio (DBO) (SILVA et al,, 2017; VIEIRA et al.,
2006).

3.4.1.3 Caracterizagdo morfologica - microscopica
e coloragio de Gram

Apbs a semeadura das amostras nas placas para
prosseguir com a incubagio e crescimento de colonias
fingicas, realizou-se a leitura quanto as conformacdes
morfoldgicas macroscopicas, o didmetro das colonias,
aspecto sensorial: forma, tamanho, pigmento para
entdo prosseguir com o esfregaco daquelas que
possuem caracteristicas tipicas para leveduras, forma
ovoide, pigmento diferenciado e rugosidade, mediante
a técnica referente a preparacio a fresco que inicia com

o esfregaco do material, com auxilio de uma al¢a de
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platina flambada e resfriada e transferir para uma lamina
de borda fosca, codificada, seguido de uma gota de
lactofenol ou azul de metileno e sobrepde a laminula
identificacio  das  células

para  confirmar a

leveduriformes mediante leitura em microscopio
6ptico, figura 3 (OLIVEIRA 2015; SOUZA et al., 2012;

GUTIERREZ 2007; MIGLIARI 2001).

FIGURA 3 -
leveduriformes.

A
Analise microscépica das células

3.4.1.4 Técnica de Microcultivo

Ap6s confirmacido do material de interesse
(células leveduriformes), o repique destas foi efetuado
individualmente com auxilio da alca de platina para
tubos de ensaios grandes inclinados contendo 4gar
SABOURAUD Dextrose (SDA) sélido, para serem
ativadas como culturas puras. Os 12 tubos contendo
cepas isoladas da fermentagdo inicial (ff) foram
envolvidos por PARAFILM ‘M’ para isentar o contato
com o meio externo e entdo incubar os tubos de ensaio

em DBO a 25 °C durante = 30 dias, conforme

(Sbravatti Junior et al., 2013).

3.4.1.5 Caldo alternativo para Leveduras

O caldo é responsavel por multiplicar a
biomassa das células a certo volume que assegure a
otimizacdo da fermentacio (f2), e para agregar valor aos
produtos detivados do cacau, neste caldo (g/mL) de
agua destilada, para cada formulacio proposta os
componentes estdo descritos na tabela 1, as trés
formulacbes contém exsudado do cacau, que foi
captado no segundo dia (48 h) da fermentacio inicial.
Os caldos foram autoclavados a 121 °C/15 min e o pH
ajustado para 5,0, com auxilio de uma solucdo 4acida de
HCI 0,1 N, pois leveduras crescem em pH amplo sendo
o pH 5,0 o adequado para o melhor desenvolvimento
destas, segundo (SILVA et al., 2017).

Cada cepa isolada dos estagios monitorados
durante a fermentagao inicial (f7) foram inoculadas para
as 3 trés formulacGes de caldo, contendo 9 mL em cada
um dos tubos, totalizando 30 tubos submetidos a
incubag¢do em DBO a 25 °C por + 72 h.

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

tubos foi direcionada para compor o coquetel final de

2,02 g.

Tabela 1 - Formula¢des dos caldos de enriquecimento para Leveduras.

Abreviacio Formulacao

FM Maltose

F.G Glicose

FMG Maltose e Glicose

Componentes (%)

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

3 de exsudado do cacau, 5 de
peptona e 2 de D-glicose anidra
dextrose.

3 de exsudado do cacau, 5 de
peptona, 2 de D-glicose anidra
dextrose e 15 de maltose
monohidratada.
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3.42 Fermentagdo com indugio do coquetel
start — (£2)

O coquetel start, figura 4, foi introduzido na
fermentacdo (fz) na propor¢io 0,13 % por kg de
ameéndoas, o coquetel foi ressuspenso em 5 mL de agua
destilada e homogeneizado por 15 min em agitador
magnético em seguida despejado em 1,555 kg de massa

de cacau.

FIGURA 4 — Coquetel start final.

3.4.3 Secagem Artificial

Ap6s os 7 dias de duragdo da fermentacio, as
sementes foram submetidas a secagem a temperatura de
60 °C durante 20 horas em estufa com circulagio de ar
forcada para retirada de umidade que finaliza quando

alcangar peso constante do recipiente contendo as

améndoas secas.

3.4.4 Torragdo

O processo de torra ocorreu em forno de
panificacdo a 170 © C/40 min, este procedimento é
responsavel por intensificar o pigmento e flavor
inconfundivel do chocolate, concomitante a reacio de
Maillard, a inativagdo de enzimas lipoliticas além da
diminui¢do da umidade e reducio de 4cidos volateis das
améndoas. Ao final desta etapa, foi removida a pelicula
que circunda o cotilédone, o processamento foi
finalizado com a cominuicio destes em Sire Cutter,

dando origem ao #7zbs torrado das améndoas de cacau

(SILVA et al., 2017).

3.5 AVALIACOES DOS PARAMETROS

FERMENTATIVOS E ANALISE BIOQUIMICA

NOS NIBSDE CACAU

3.5.1 Avaliagdo da temperatura no beneficiamento
O monitoramento ocotteu aferindo com

auxilio do termdmetro na massa de cacau durante a

fermentagdo, também na etapa de secagem e torracdo

do produto acabado, #zbs.

3.5.2 Determinagio do pH

Foi realizado segundo método do (Instituto
Adolfo Lutz 2008). A concentragido desses {fons H* é
mensurada e expressa através da leitura direta em pH-

metro digital (QUIMIX).

3.5.3 Determinagdo dos Soélidos Soluveis Totais
(°Brix)
Realizada em refratOmetro de bancada Abbe,

conforme normas da AOAC (2005).

3.5.4 Determinagdo de Umidade

Determinado com a secagem direta em estufa, em
triplicata, método por gravimetria, utilizando estufa
com circulagdo de ar a temperatura de 60 °C até peso
constante de acordo com os métodos descritos pela
AOAC (2005) n°® 925. Os resultados sdo expressos em

porcentagem de umidade.

Cilculo
Matéria seca (%) = (Pc + amostra — Pc) x 10 + P

P

e+amostra = Peso do cadinho tratado mais amostra
Pc = Peso do cadinho tratado

P = Peso inicial da amostra (g)

3.5.5 Lipidios Totais

O teor de lipidios contido nas amostras de
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cacau foi determinado pelo método de Soxhlet

conforme descrito por (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

Calculo

Lipidios (%) = (RO — Rf)x 100 =P
Ro = Reboiler inicial

R¢ = Reboiler final

P = peso da amostra inicial (g)

3.5.6 Cinzas Totais

Consiste em pesar 2,0 g de amostra no cadinho,
previamente tratado em estufa a 105 °C durante 1 h,
resfriar até temperatura ambiente e pesar (tratado).
Carbonizar esta amostra em mufla a temperatura inicial
de 220 °C em seguida incinerar entre 550 °C a 570 °C,
promovendo a evaporacio da 4agua, de substancias
volateis e a oxidagao da matéria organica (DE SOUZA
et al., 2016).

Cilculo

Cinzas (%) = (Pf — Pi)x 100 =P
Ps = Peso do residuo final do cadinho
Pi = Peso inicial do cadinho

P = Peso da amostra (g).

3.5.7 Proteinas Totais

O método de Kjeldahl é executado em trés
principais etapas: digestio da amostra, destilagdo do
nitrogénio e titulagdo. A analise foi realizada em
duplicata, contendo em média 0,2 g de amostras do nzbs
amazonico, seguido do acondicionamento dessas em
papel filtro e introduzidos nos tubos de ensaio para dar

inicio a digestdo, destilacio e titulacio (AOAC 2005).

Cialculo
Nitrogénico (%) = (Va —Vb)x Fc x 14 x 100 + A x 1000
Proteina (%) = (%) N x 6,25

% N = Teor de nitrogénio total

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

Fc = Fator de correcio da solucao de HCI

A = massa de amostra

3.6 DETERMINAGAO DE HMF
(Hidroximetilfurfural)
O  procedimento  deu-se segundo a

metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). Foram
Carrez 1 (1,5 g de

preparadas trés solugdes:
Ferrocianeto de Potassio/50 mL), Carrez II (3 g de
Acetato de Zinco/50 mL) e uma solugio de Bissulfito
de Sodio a 0,2 %. Pesou-se 10,0 g do #ibs do cacau e
seguiu para a homogeneizacio da amostras em 25 ml de
agua e posterior extragdo dessa solugdo, em baldo
volumétrico 100 mL.

Em um erlenmeyer estéril adicionou-se 0,5 mL
da solucio de Carrez I mais 0,5 ml. de solugio de
Carrez II e completou-se o volume com 4gua destilada
seguido da homogeneizagio deste ¢ transferiu-se a
solu¢do preparada para um balido volumétrico com
tampa.

Filtrou-se a solucdo, descartou-se os primeiros
40 mL. em um erlenmeyer, desse extrato previamente
filtrado final, pipetou-se 5 mL dessa solu¢io em dois
tubos de ensaio separadamente e adicionou-se 5,0 mL
de agua em um dos 2 tubos e no outro tubo de ensaio
ndo continha agua e sim 5 mL de solugdo de bissulfito
de sédio 0,2 de acordo com as normas (Adolfo Lutz
2008). Realizou-se a leitura da amostra contendo nzbs do

cacau no espectrofotdmetro, na absorbancia a 284 e 336

nm.

3.6.1 Extracdo do HMF
Para extragao do HMF dos #7#bs de cacau pesou-

se inicialmente 10,0 g das amostras, diluidas em 25 mL
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de 4gua destilada, seguido da filtragdo a vacuo.

Cialculo

m
HMF (K_gg) = (A284 — A336)x149,7x5 =P

Aogs = leitura da abs a 284 nm
Assze = leitura da abs a 336 nm
P = massa das amostras Mci e Mc2em (g)

5 = massa nominal da amostra

149,7 = (126/16830) * (1000/10) * (1000/5)

3.7 DETERMINACAO FENOLICOS TOTAIS
Foi determinado pelo método proposto por

Singleton et al., (1999). Foram pesadas 10,0 g do (#bs)

e extraido em solu¢do de metanol aquoso 50 % durante

* 1 h. A solugio foi filtrada e centrifugada e logo em

quantidade total de fendis de cada extrato contendo
amostras do cacau foi quantificada mediante a curva
padrio preparada com 4cido galico na concentraciao 10
mg.ml-1. Em um tubo de ensaio foi acrescentado 2,5
mL de solu¢do aquosa a 10 % do reativo Folin-
Ciocalteau e 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5 %, o
tubo foi incubado em banho maria a 50 °C por 5 min e
logo apés o resfriamento do tubo de ensaio, foi iniciada
a leitura do analfto a 750 nm. O padrio da analise é
realizado em diferentes concentragoes de acido galico
diluido apos leitura no equipamento
espectrofotometro, figura 5.
Calculo

Fenoblicos (mg.AG.g—1) =Y =a+bx
Y = Abs da amostra

x = Fendis equivalente ao padrio (icido galico)

seguida armazenada em baldo volumétrico. A
Curva Padrio
1
0.9 W= 0,011x+ 0,035 'ﬂ*
0.8 #0998 —
= L
o, 7
o=
= 06 #"ﬁf
" 0% g
0.4 -
0.3 -
0,2 -
0,1 ﬂ
-
o
o 20 40 &0 B0 pibeia)

Concentracio (mg AG.g")

FIGURA 5 - Curva padrio de acido gilico.

3.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A metodologia para a determinacio da
atividade antioxidante realizada no #ibs de cacau foi
determinada mediante a captura ou redugdo do radical
livre - ABTS produzido pela oxida¢ao do 2,2 - azinobis
(ABTS)

(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)

(EMBRAPA 2007; BRITO 2013). O ABTS* reage com
um doador de atomos hidrogénio, como por exemplo,
os compostos fendlicos, sendo convertido em uma
forma incolor de ABTS. A quantidade de ABTS*
reduzido, na reagdio com compostos fendlicos da

amostra é expressa em equivalentes de Trolox (curva
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padrio), figura 6, foi utilizado o dlcool etilico, como
branco, para calibrar o espectrofotémetro, onde, esse
valor foi designado o parametro da TEAC, capacidade

antioxidante equivalente ao Trolox.

3.8.1 Obtengio do extrato

Foram pesados 10,0 g dos #zbs das améndoas e
adicionados 40,0 mL de metanol 50 %, homogeneizado
em agitador magnético por 15 min, e deixado em
repouso por 60 min, seguido da filtracdo a vacuo onde,
o filtrado foi levado a um baldao volumétrico 100 mL.
Foram adicionados 40,0 mL de acetona 70 %, e o
volume completado com 100 mL de 4gua destilada, e

posteriormente efetuada leitura das absorbancias em

espectrofotdmetro em comprimento de onda de 734
nm.

Para analise da capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (TEAC), a partir do extrato
obtido no item anterior, foram preparadas em tubos de
ensaio, trés diluicGes diferentes, em triplicata. Em
ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 30 pLL
de cada dilui¢io do extrato para tubos de ensaio com
3,0 mL do radical ABTS* e homogeneizados em
agitador de tubos. Foi realizada a leitura desses extratos
na absorbancia de 734 nm, ap6s 6 minutos de repouso
(EMBRAPA 2007). A curva padrio Trollox foi

realizada de acordo com a figura 6 para obter o

resultado final.

Curva Padrio

0 00

1000

y = «0,0002 4 0,5859
R = 10,9938

1500 2000 2500

Concentracdo (jum)

FIGURA 6 - Curva padrio de Trolox.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Prova de Corte

A INSTRUCAO NORMATIVA N° 38, DE
23 DE JUNHO DE 2008, do MAPA (Ministétio da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), estabelece o
Ameéndoa de

Regulamento Técnico da Cacau,

definindo o seu padrio oficial de classificagdo, com os
requisitos de identidade e qualidade. Os resultados
contidos na tabela 2 expressam o indice quanto a
mensuracao da qualidade final das améndoas apds a
prova de corte mediante o rompimento destas ao meio,

no final da etapa da secagem, onde resultaram em 90 %

10
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destas améndoas advindas de uma aplicagio correta da

etapa de fermentagio, ou seja, apresentaram

cotilédones marrons.

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

Classificacido Proporcao (%)
Bem Fermentadas 90

Violetas 0

Achatadas 10

4.2 Obtengdes do indculo das leveduras

A contagem média das células leveduriformes
naturais isoladas da fermentacio inicial (f7) foi de 1,3 x
103UFC/25 g, resultado esse semelhante ao encontrado
por SERRA et al., (2016), que foi de 1,3 x 103 UFC/20
g de leveduras no quarto dia de fermentacio. A
presenca dessas células se deu nas primeiras 12, 24 ¢ 48
h em condigio aerébia e anaerdbia, o que permitiu
ratificar que as células leveduriformes sio anaerdbias
facultativas, pois s6 ha a incorporacio de oxigénio na
massa ap6s o 2° dia de fermentacio, essas colonias tem
aspecto cremoso, algumas sio médias, outras pequenas,
variam também na cor, creme, pink, verde neon, esses
encontrados

resultados  adequam-se  aos

por
GUTIERREZ (2007), OLIVEIRA (2015), MIGLIARI
(2001) e SOUZA, et al., (2012) quando mencionam ter
identificado colonias isoladas de leveduras de cor
branca, creme e em menor propor¢io rosadas,
cremosas e regulares.

As evidéncias do crescimento de leveduras no
caldo alternativo se deve a formacio e desprendimento
de gas (CO»), odor de fermento e sedimentagio também
foram notados nos tubos de ensaio apds a incubagio,
esses resultados corroboram para com os estudos sobre
o crescimento e multiplicagdo desse fungo, além das
principais caracteristicas e producdo de metabélitos de
acordo com SILVA et al,, (2017); AMORIM (2005).

O exsudado contido nas formulagcdes dos

caldos alternativos apresentaram pH 3,3 e segundo

GARCIA ¢ MORETA (2013) e MENDOZA (1997)
esse residuo possui 6tima  disponibilidade para
carboidratos e pectina, além de que o pH encontrado
estd proximo ao mencionado por EFRAIM (2004) e
SILVA (2002) que concluitam em seus estudos que
bolores e leveduras desenvolvem-se melhor no
ambiente com pH menor que 4,5 e valores de pH
proximos de 3,6 auxiliam para uma Otima atividade
leveduriforme.

Foram observadas diferencas nos aspectos
morfolégicos e microscépicos dessas células, apds
incubagio das placas contendo agar DRBC, tanto nos
isolados iniciais (f7) e finais (f2) que poderia ter sido
possivel a identificacdo das espécies se houvesse
cartelas para realizar a leitura de identificacio no
equipamento. O resultado apresentado reitera os
encontrados nos estudos de NELSON e COX (2014) ¢
BARROS (2013), em que as leveduras se reproduzem
sexualmente, pela fusdo de duas células, portanto, no
petiodo final da fermentac¢ao inicial ao isolar a levedura
desse processo pode ocorrer que essa seja diferente
daquela isolada ao final da fermentacio otimizada, dessa
forma, se ela tiver uma boa capacidade fermentativa,
podera ser a cepa adequada para o melhoramento do
processo de fermentacio das sementes, visto que o
emprego de fermentos previamente selecionados é
direcionado a elucidar a fermentacdo lenta, ou seja,
podera acelerar essa etapa, ocasionando a diminui¢io
do tempo final, proporcionando produtos com
qualidade mais uniforme, visto que o desempenho do

processo de fermentacdo ¢ afetado pelo tipo de

levedura atuante.

4.3 Otimizacdo do beneficiamento das sementes
de cacau

A tabela 3 apresenta os resultados da formacao
do exsudado nos dois primeiros dias de fermentagdo em

todos os ensaios, entretanto, quando inserido o

11
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coquetel start, a formacdo do exsudado se deu até o
terceiro dia, o mesmo foi observado por OLIVEIRA
(2015) que reporta em seus trabalhos que a drenagem
do mel do cacau foi eficiente nas primeiras 24 h de
fermentagdo, porém em 48 h o volume de mel foi muito
inferior quando comparado aos outros tratamentos
com o inéculo.

Nota-se que o teor de SST maximo do
exsudado foi de 23,0 °Brix. Estando este resultado entre

os valores apontados por GARCIA e MORETA (2013)

e AVENDANO (2018) que encontraram SST de 15,0
°Brix e 18 °Brix. Observa-se que os valores de pH
determinados estido no intervalo de 3,2 a 3,74 o que
permite inferir que a fermentagio aconteceu por conta
da oscilacdo desses valores no pH. Estes resultados sdo
similares aos encontrados por AVENDANO (2018),
LLERENA (2016) e GARCIA e MORETA (2013) que
apresentam valores médios de 3,5, 3,85 e 3,59,

respectivamente.

Ensaios Tempo (dias)

£ 0 30
£ 1 39
5 0 29
¥ 1 28
Y 4 24

Temperatura (°C)

SST* (*Brix) pH
20 3,2

10 3,31
23 3,74

20 3,21
0 _

Legenda: f; - Fermentagio inicial e /> - Fermenta¢io com inducio do coquetel star#; - (nio foi realizado analise),

*Soélidos Soluveis Totais.

4.4 Fermentagdes sem indculo (£}) e com in6culo
£

E possivel observar na figura 7 ¢ 8 o perfil da
temperatura da massa de cacau monitorada em
fermentador sustentavel (f;). Percebe-se que a
temperatura inicial do processo fermentativo é de 29 °C
e a temperatura maxima de 39 °C no segundo dia e
houve o declinio para 38 °C no tetceiro dia e manteve-
se constante a 31 °C até finalizar o processo ap6s sete
dias de fermentacio das sementes. Estes resultados
assemelham-se aos obtidos nos estudos de SANTOS
(2010), em que a fermentagio também apresentou
aumento da temperatura com 48 horas de fermentagio,
e manteve-se constante até o fim do processo. Em
estudos feitos por BRITO (2013) durante sete dias de
fermentacgdo, as temperaturas iniciais e finais atingiram
22,1 e 34,0 °C, respectivamente. No entanto, SERRA e
colaboradores (2016) reportaram que a temperatura
inicial da fermentacio de cacau estabeleceu-se em torno
de 29 °C.

A temperatura inicial do processo fermentativo

feito com coquetel start (f2) foi de 23 °C, com aumento

da temperatura no primeiro dia atingindo 29 °C,
seguido do declinio desta até o quarto dia de
fermenta¢io, ¢ maxima de 30 °C no quinto dia.
foram  encontrados

Resultados  similares

por
OLIVEIRA (2015), no qual, os autores utilizaram
cultura sfart no processo fermentativo do cacau na
Bahia, e obtiveram aumento da temperatura no
primeiro dia de fermentagio.

A elevagio da temperatura na fermentagio (f2)
logo no primeiro dia é resultado do intenso consumo
dos substratos componentes das sementes pela
atividade das leveduras adicionadas, o que nio se
observou na fermentacido (f;), onde, a elevagio da
temperatura aconteceu apés o segundo dia, dessa
forma, podemos inferir que houve a diminuicao da fase
de adaptacio das leveduras selecionadas, uma vez que
essas estavam mantidas em caldo nutritivo na sua faixa
o6tima de pH e que o declinio dessa atividade se deve ao
aumento da producio de alcool que atua como
substrato para os demais microrganismos que se

utilizam do subproduto expelido pelas leveduras como

fonte de obtencio de energia.

12
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FIGURAS 7 E 8 - Média e desvio padrao da temperatura de fermentagao monitorada em fermentador sustentavel

para os ensaios (f7) e (f2).

O acompanhamento do pH e a curva do teor
de Sélidos Soluveis Totais em func¢do do tempo de
fermentacdo, sem inéculo e com indculo, esta
apresentado na figura 9 e 10. Para as améndoas do
processo fermentativo (f7), o pH inicial e final foi de
4,20 e 5,20, respectivamente, estando entre os valores
observados por CRUZ (2012), que foi de 4,1 para pH
inicial e pH 5,0 ao final do processo da fermentacio.
SANTOS (2013), mostrou em seu estudo que no inicio
da fermentagio, o pH foi de 6,4 com quedas no quarto
e sétimo dia de fermentagio, atingindo valores de pH
5,2 e 5,7, respectivamente.

As améndoas de cacau apresentaram teor de
solidos soluveis totais no tempo inicial e final de 20,0 e

1,0 °Brix. Esses resultados estdo entre os obtidos pot

EFRAIM (2004) no decorrer do primeiro e segundo dia
com valores médios de 22,11 e 19,07 °Brix. O ensaio
para a fermentacio com indculo szart, obteve pH inicial
de 5,02, ocorrendo a diminui¢do para 4,71 no primeiro
dia e aumento para pH 6,3 no sétimo dia. O teor de
solidos soluveis inicial das améndoas para o ensaio final
(f2) esteve a 16 “Brix com queda apés o segundo dia para
2,5 e finalizando a 0 °Brix no quinto dia, esses
resultados significam que ap6s as analises realizadas nas
amostras durante a monitoracio da fermentacido esses
sao indicativos de que a fermentacio foi efetuada e
aplicada de forma potencialmente eficiente, pois houve
o dectéscimo total do SS durante a etapa de

fermentacio.

13
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FIGURA 9 E 10 - Valores médios dos parametros Fisico-Quimicos (pH e SST*) no processo fermentativo
monitorado em fermentador sustentavel para os ensaios (f7) e (fz). *Sélidos Soluveis Totais.

Através  dos parametros  fisico-quimicos
monitorados durante a fermentacdo com indculo start
() podemos concluir que houve elevagio da
temperatura de 23 °C para 29 °C concomitante a
reducio do pH de 5,02 para 4,71, logo no primeiro dia
de fermentagdo, enquanto que na fermentagio sem
inéculo (f7) esse declinio foi somente observado apés o
segundo dia de processo. Portanto, a redugio do tempo
de fermentagdo com inéculo (f2) pode ser também
evidenciado juntamente ao aumento do pH de 4,70 para
5,19, referente ao quarto e quinto dia de fermentagio
além de expressar a reducdo no teor de SST para 0,0
°Brix e diminui¢do da temperatura maxima de 30 °C.
A tabela 4 apresenta os resultados quanto as
analises aplicadas nos #ibs obtida apés cominui¢ao das
améndoas processadas (Mci e Mcz). O pH médio de
5,38 encontrados estdo em consonancia ao pH médio
apontado nos estudos realizados por DE OLIVEIRA
(2013); LEITE (2012) e DA SILVA (2011) que vatiou
de 5,0 a 5,40, as diferencas observadas no pH podem
ser justificadas pelas condig¢bes edafoclimaticas do fruto
de origem. A gordura corresponde a fracdo do alimento

soluvel em solventes organicos e inclui diferentes

classes de substincias DE SOUZA et al., (2016), nestes
ensaios as améndoas apresentaram teor médio de 29,33
% de lipidios, estando proximo a média apresentada por
RIBEIRO (2014) de 31,0 % de lipideos.

A média para o teor de proteina do #ibs (Mci e
Mcy) foi de 16,08 %, onde a maior porcentagem
encontrada foi no #ibs resultante do beneficiamento
com inéculo de cepas leveduriformes, estando este
resultado acima do exposto por EMBRAPA (2003);
RIBEIRO (2014) ¢ NOGUEIRA (2015) no /liguor de
cacau com 1227 % e 15,53 % de proteinas,
respectivamente, esse foi um dos parimetros positivos
para a fermentagdo com inéculo, pois obteve 7zbs com
maior porcentagem de proteina. A média para cinzas
esteve a 1,72 %, resultado proximo ao mencionado por
EMBRAPA (2003) que foi de 2,13 % de cinzas em base
seca.

Podemos concluir a partir dos resultados nos
parametros bioquimicos abaixo que o melhoramento da
fermentagdo do cacau mediante a insercio de cepas
starts metabolicamente selecionada a partir do cultivo
em extrato contendo caldo alternativo se torna viavel,

pois, resulta em 7zbs com caracteristicas mais relevantes,

14
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nao s6 no flavor, mas também, bioquimico. A
concentracdo média para HMF que possui relagio com
a despigmentacdo das améndoas e formacgdo de
malanoidinas via a¢do de enzimas especificas foi de 2,69
(mg/Kg), corrobora com o estudo de RIBEIRO (2014)
que apresentou 2,68 (mg/Kg).

Os compostos fenolicos sdo os produtos do
metabélito secundario das plantas e possuem na sua
estrutura pelo menos um anel aromatico ligado a um ou
mais grupos hidroxila (SANTOS 2013). Os valores
encontrados na determinac¢do dos compostos fenolicos
totais no ensaio sem indculo foi de 127,3 (mg.AG.g™")
ja na fermentacdo com inéculo (Mcy) foi elevada de
331,5 (mgAG.g')
encontrado por PIMENTEL (2016) no “nibs” de

resultado este superior ao
cacau, em que os valores variam entre 125 e 168 (mg
AG.g1), com isso, o ensaio efetuado contribuiu para
com um aumento da concentracio de compostos
fendlicos quando comparados com os valores advindo
dos nibs do beneficiamento convencional.

As  espécies reativas do oxigénio sdo
importantes nos processos fisiologicos como na
produgio de energia podendo vir até compor produtos
farmacos. O efeito antioxidante se deve a um conjunto
heterogéneo de substincias formadas por vitaminas,
minerais, pigmentos, enzimas e outros COmMpostos
vegetais que bloqueiam o efeito danoso dos radicais

livres, no qual, os acidos ascérbicos e compostos

fendlicos sao antioxidantes hidrofilicos e os
carotendides, antioxidante lipofilico (EMBRAPA
2007).

O resultado da analise para a capacidade
antioxidante nos extratos do #ibs com inéculo start
(Mcz) 148,5 umol. Trollox/g foi superior ao encontrado
na fermentacio sem inéculo 128,2 umol. Trollox/g, este
resultado se apresenta levemente acima do mencionado
por SALVADOR (2011) em cacau geneticamente
modificado que foi de 141,27 umol. Trollox.g!.

Tabela 4 — Caracterizagdo Centesimal dos #ibs
cominuidos em Sire Cutter
Andlises Mc, Mc:
pH 5,1 5,67
Lipidios (%) 32,96 25,70
Proteina (%) 14,72 17,45
Cinzas (%) 2,27 1,17
HMF (mg/Kg) 2,52 2,87
Fendlicos (mg.AG.g 1273 3315
1
)
ABTS 128,2 1485
(mmol. Trollox.g)

Legenda: Mci: Fermentacio inicial; Mc2: Fermentacao
com induc¢io do coquetel szart.

A partir dos resultados explanados na tabela
acima, podemos concluir que o processo executado
mediante os ensaios discutidos apresentou-se efetivo
para a maioria dos parametros analisados nos #bs das
améndoas fermentadas com coquetel star? (f), pois
foram maiores que os #7ibs do ensaio inicial (f7) para os
parametros: Proteinas, HMF, Fenodlicos Totais e
Determinacido da atividade antioxidante, ou seja, o
ensaio da fermentagio com inéculo proposto nesse
estudo mostrou-se potencialmente responsavel por
intensificar além do flavor, elevar a disponibilidade dos
pardmetros bioquimicos do produto final advindo do
beneficiamento realizado neste.

4.5 Perfil da Umidade das améndoas na Fermentacao

A umidade inicial das améndoas no ensaio (f7)
alcancou 53,70 % e final 3,5 % na fermentacio com
inéculo (f2) a umidade inicial e final, respectivamente,
foi de 21,51 % e 9,82 %, o resultado inicial esta abaixo
do mencionado por SANTOS (2013) cuja umidade
inicial dos cotilédones de cacau esteve a 33,88 %. O
resultado final esta proximo aos padrdes estabelecidos
pela CEPLAC (2011) em 7 a 8 % a umidade das

améndoas.

5. CONCLUSAO
A insercio do fermentador sustentavel e do

coquetel de cepas previamente cultivadas e isoladas em
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caldo alternativo foram inovadores, pois foi proposto
recursos para atingir o acréscimo da qualidade final das
améndoas concomitante a agregacio de valor e
diversidade na oferta de co-produtos da cadeia
produtiva do cacau. O experimento foi eficiente, pois
ocorreu a tendéncia na curva para a reducao do tempo
da fermentacio de sete para cinco dias, sustentado com
aumento da temperatura logo nas primeiras 24 horas de
inicio do processo fermentativo das améndoas, houve
o aumento do pH e também diminuicio do SST apds

96 h no quinto dia de fermentagao além de obter #ibs de

cacau com disponibilidades bioquimicas
potencialmente  mais  preferfveis que quando
comparado aos #ibs resultantes do ensaio do

beneficiamento convencional, aplicado por produtores

tradicionais em campo.
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