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RESUMO

O presente trabalho propde uma metodologia enzimatica para tratamento de améndoas
de cacau de baixa qualidade, conhecidas como ardésia, de modo a garantir a formacéo
de precursores de sabor do chocolate. De acordo com o Regulamento Técnico da
Améndoa de Cacau (Instrucdo Normativa n° 57 do MAPA), ardésias sdao as améndoas
ndo fermentadas, de coloragdo cinzento-escura ou roxa, com embri&o branco ou marfim
e que podem se apresentar compactas. Também séo caracterizadas como ardosias, as
améndoas mal fermentadas bem como aquelas provenientes de frutos verdes
fermentadas ou ndo. A producéo enzimética dos precursores de sabor ira proporcionar
uma melhor qualidade a estas améndoas, geralmente responsaveis pela baixa qualidade
do liquor produzido. Para tanto foram testadas proteases e carboxipeptidases de
diferentes fontes, sob diversas condic¢des de tratamento. A avaliagcdo dos tratamentos foi
feita através de andlise quimica (eficiéncia de hidrdlise) e de analise sensorial do
material tratado, em comparacdo com améndoas de boa qualidade. Os resultados
mostram que é possivel, através do uso de enzima microbiana, gerar, nas améndoas de
baixa qualidade, a mistura de compostos que ira liberar, apds a torrefacdo, o sabor
caracteristico de chocolate. Entretanto, torna-se necessaria a otimizacdo das condicoes
do tratamento enzimatico para obter melhores resultados e assim estabelecer uma
metodologia a ser levada para industria de manufatura do cacau e do chocolate.

Palavras-chave: Cacau. Sabor. Chocolate. Proteases. Qualidade.



ABSTRACT

This paper proposes a method for enzymatic treatment of poor quality cocoa almonds,
known as "slate", to ensure the formation of precursors of chocolate flavour. According
to the Technical Regulation of Cocoa Almond (Instru¢cdo Normativa n® 57 do MAPA),
slate are unfermented almonds of dark gray or purple color, with white or ivory embryo
and that can present compact. Poorly fermented almonds and those from unripe cocoa,
fermented or not, are also characterized as slate. The enzymatic production of
precursors flavour will provide a better quality of these almonds, usually responsible for
the low quality of liquor produced. Were tested for both protease and carboxipeptidases
from different sources under various conditions of treatment. The evaluation of the
treatments was done by chemical analysis (efficiency of hydrolysis) and sensory
analysis of the material treated, compared with good quality almonds. The results show
it is possible, through the use of microbial enzyme, generating in the poor quality
almonds, the mixture of compounds that will release, after roasting, the characteristic
flavour of chocolate. However, it is necessary to optimize the conditions of enzyme
treatment to obtain better results and thus establish a methodology to be taken to
industry for manufacturing of cocoa and chocolate.

Keywords: Cocoa. Flavour. Chocolate. Proteases. Quality.
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1 INTRODUCAO

As améndoas de cacau, matéria prima para producdo de chocolate, sdo as
sementes fermentadas e secas dos frutos de Theobroma cacao. Esta arvore, nativa da
regido amazonica, ja era cultivada pelas civilizagdes pré-colombianas ao norte da
América do Sul e por toda América Central quando seus frutos foram levados para a
Europa, em 1528, e seu consumo se difundiu pelo mundo. Hoje, o cultivo do cacaueiro
se espalha ao redor do globo, ao longo do equador (ROHAN, 1964). Para fins de
esclarecimento, € importante destacar que o termo sementes deve ser utilizado quando o
fruto ainda possui um embrido vivo e, portanto pode ser germinado. A denominagéo
améndoas, por sua vez, é utilizada a partir do momento que se tem a morte do gérmen
(com as transformacbes provocadas pela fermentacdo) e conseqliente perda da
capacidade de germinacéo.

O Brasil ja participou ativamente como exportador de cacau, sendo esta cultura
uma importante fonte de divisas para o pais. Entretanto, foi verificado um acentuado
decréscimo na producdo brasileira de cacau entre os anos de 1990 e 2002. Isso ocorreu
principalmente devido a alta incidéncia da vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa, que ataca o cacau ainda no pé e destréi o fruto. Outro
problema recorrente para 0 escoamento do cacau é a baixa qualidade das améndoas
produzidas, em funcdo do reduzido controle associado a reducdo do tempo de
fermentacgdo e secagem.

O cacaueiro € uma arvore tropical, cultivada em temperaturas acima de 20°C
durante todo o ano. O fruto aparece na arvore de quatro a seis meses apos a floracédo e
quando maduro consiste um uma casca relativamente grossa que contém cerca de 30 a
40 sementes submergidas em uma polpa mucilaginosa com 80% de umidade e 15% de
monossacarideos (ROHAN, 1964; OETTERER, 2006).

O valor comercial do cacau se apOia nas caracteristicas de derretimento
apresentadas por sua gordura, cuja faixa de temperatura de fusdo, muito estreita e
proxima da temperatura do corpo humano, proporciona a quem a prova uma Sensacao
bucal Unica. Mas também no sabor, muito apreciado, que € desenvolvido nas sementes
devidamente processadas: o flavour de chocolate. As sementes naturais, extraidas do
fruto maduro do cacau, ndo possuem qualquer sabor de chocolate. Na verdade, elas sdo

extremamente amargas e adstringentes. Para que o desejado flavour se desenvolva, as
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sementes devem passar por um processo de cura que envolve uma etapa de fermentagéo
e secagem e que leva a formacdo dos precursores de sabor. Estes, quando as améndoas
sdo torradas, sofrem uma série de degradac@es térmicas que levam a formacgdo do sabor
(BECKETT, 1994).

A questdo de a fermentacdo da polpa de cacau (que resulta em grandes
quantidades de leveduras e bactérias produtoras de &cido acético) ser essencial para o
desenvolvimento do sabor de chocolate foi repetidamente discutida por varios autores.
Howat et. al.(1957; 1960), Rohan (1958) e outros pesquisadores alegam que améndoas
frescas lavadas com solucBes acéticas e depois deixadas imersas em polpa esterilizada
podem adquirir sabor de chocolate ap6s a torrefagdo. Por outro lado, Aquarone et. al.
(2001), ao repetir esses trabalhos, constataram que o sabor tipico de chocolate aparece,
mas sem atingir a qualidade daquele observado em améndoas processadas por
micoorganismos. Assim, concluiram que a fermentacdo da polpa resulta em
desenvolvimento de micoorganismos que fornecem enzimas necessarias para a obtencao
final do sabor de chocolate. Atualmente sabe-se que reacGes que levam a formacédo de
precursores de sabor sdo levadas a cabo por enzimas enddgenas da propria semente do
cacau e que a fermentacdo tem como principal consequéncia o abaixamento do pH,
favorecendo a agdo destas enzimas.

Um problema recorrente na industria de chocolate ¢ a baixa qualidade das
améndoas de cacau. Uma vez que o processo de fermentacdo e secagem é feito ainda
nas fazendas, sem qualquer controle de processo, uma porcentagem significativa das
sementes de cada batelada ndo sofre as alteracdes necessarias (principalmente a
acidificacdo do pH e aumento da temperatura) para que as reacfes enzimaticas se
processem de forma satisfatoria. Como conseqliéncia, uma porcao importante das
améndoas a serem torradas nao ira desenvolver o sabor caracteristico, o que leva a perda
de qualidade do chocolate produzido. Infelizmente, embora este problema seja
conhecido h& bastante tempo, verificou-se no Brasil muito pouca alteracdo nos
processos de fermentacdo utilizados, o que leva a indUstria processadora de cacau a
buscar soluc@es alternativas a serem aplicadas depois do pré-processamento no campo.

Uma possibilidade de remediar este problema é a aplicacdo de enzimas exdgenas
comerciais, de padrdo de atividade semelhante aquelas nativas do cacau, sobre as
améndoas de cacau de baixa qualidade. Sob condi¢bes controladas, estas enzimas
devem hidrolisar as proteinas presentes nas améndoas, liberando os precursores de sabor

que ndo foram produzidos ao longo do periodo de fermentacdo. Desta forma seria
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possivel uniformizar a qualidade do cacau produzido, garantindo a qualidade do
chocolate a ser obtido.

Este trabalho teve por finalidade testar a aplicacdo de enzimas proteoliticas de
origem microbiana, animal e vegetal (extraidas das sementes de cacau) sobre améndoas
de cacau de baixa qualidade, conhecidas como arddsia, com o objetivo de produzir os
precursores de sabor desejados para a produgéo de chocolate de qualidade. De acordo
com o Regulamento Técnico da Améndoa de Cacau (Instru¢cdo Normativa n°® 57 do
MAPA), ardosias sdo as améndoas ndo fermentadas, de coloragdo cinzento-escura ou
roxa, com embrido branco ou marfim e que podem se apresentar compactas. Também
sdo caracterizadas como arddsias, as améndoas mal fermentadas bem como aquelas

provenientes de frutos verdes fermentadas ou nao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BENEFICIAMENTO DE CACAU

Do inicio do século XIX até o final dos anos 1970 vivemos “os tempos
modernos do cacau”, marcados por trés grandes transformagdes técnicas: em 1828, Van
Houten obteve pd de cacau desengordurado; em 1847, Fry passou a comercializar
chocolate em tablete, e Peter inventou o chocolate ao leite em 1876. Estas foram as
Unicas inovacgdes que merecem destaque, de modo que a revolucdo da indUstria de cacau
é atual. Véarios dogmas que eram considerados inatacaveis ha alguns anos estdo sendo
questionados. Assim € interessante acompanhar a elaboracdo atual do cacau desde a
plantacdo até o produto final (PONTILLON, 2009). Um diagrama de blocos

simplificado do beneficiamento de cacau é apresentado na Figura 1.

COLHEITA

FERMENTAGAQ
SECAGEM
ll LIMPEZ i ll
TORREFACAQ
| DESCORTIFICACAQ CASCA DESCORTIFICAGAQ |
NIES DE CACAT NIES DE CACAT
[ ALCALINIZACAO | | ALCALINIZACAO |
| TORREFACAO | | TORREFAGCALO |
l [ moEDURA I
: I PRE-REFINAMENTO
LIQUORDE CACAT FEFLUAMENTS
PRENS AGEM TORTA PENEIRAMENTO OTCRAGEM
TEMPERAGEM
; MODELAGEM
PODECACAU M“g’é fﬁ‘" oE
| EMEALAGEM |
| CHOCOLATE |

Figura 1: Etapas do beneficiamento do cacau
Fonte: Adaptado de PEREGO et al., 2004 e PONTILLON, 2009
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As sementes de cacau recém-colhidas possuem cor purpura (mais comum) ou
branca — a depender da variedade plantada —, sabor amargo e odor adstringente, ndo
tendo qualquer valor como alimento. Somente ap6s a chamada “cura” ¢ que o cacau
poderéd ser um produto de valor para a industria e exportavel. Ai adquire cor marrom
caracteristica, sabor tipico de cacau e qualidade boa ou ma, estreitamente dependentes
da cura. Inicialmente os frutos sdo colhidos com poddes (Figura 2), sendo amontoados
no chdo para serem abertos com facdes (Figura 3). A casca €, entdo, separada e 0
material interno (formado de sementes e polpa) é levado a cura. Esta consiste de duas
etapas. A primeira delas é a fermentacdo. Essa etapa facilita a separacdo da polpa da
semente além de proporcionar a ocorréncia de uma série de reagdes quimicas. A
segunda etapa € a secagem. Ai o cacau atinge a umidade necessaria para 0
armazenamento; reagdes quimicas concomitantes estabilizam a cor marrom
caracteristica (OETTERER, 2006).

Figura 2: Colheita do cacau Figura 3: Corte do fruto
Fonte:http://imgl.photographersdirect.com/img/ Fonte:http://revistapesquisa.fapesp.br/
2293/wm/pd1077050.jpg imgsite/%28195%29.jpg

Na etapa de fermentacdo as sementes revestidas de polpa sdo empilhadas aos
montdes ou em caixas. No sistema de montdes, método mais primitivo, sdo utilizados
de 10 kg a 2 t, sendo essa massa revolvida com varas de bambu, de tempos em tempos
(Figura 4). No sistema de caixas de madeira ou cochos, o fundo das caixas é perfurado e
os lotes sdo de 200 kg a 1,5 t, com cerca de 1 m de altura. A massa é transferida de uma
caixa para outra com pas de madeira, em um total de trés caixas (Figura 5). Durante o

processo de fermentacdo, a massa de cacau € coberta com sacos de juta ou folhas de


http://img1.photographersdirect.com/img/2293/wm/pd1077050.jpg
http://img1.photographersdirect.com/img/2293/wm/pd1077050.jpg
http://revistapesquisa.fapesp.br/imgsite/%28195%29.jpg
http://revistapesquisa.fapesp.br/imgsite/%28195%29.jpg
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bananeira para reduzir as perdas de calor e evitar o ressecamento excessivo da camada
superficial (OETTERER, 2006; PONTILLON, 2009).

Figura 4: Fermentaco do cacau — sistema de montdes Figura 5: Fermentacdo do cacau — sistema de cochos

Fonte:http://www.tava.com.au/res/processing_07ferment_ Fonte: http://www2.dpi.qld.gov.au/images/4678.jpg
heap.jpg

A fase inicial da fermentagédo é anaerobica. Ha multiplicacdo de leveduras que
convertem o0s acucares da polpa a etanol. Ocorre desintegracdo da mesma e
desprendimento de um exsudado. As leveduras, que fermentaram todo o agucar da
polpa, passam a usar o proprio alcool etilico produzido como fonte de carbono. Por
outro lado, o alcool produzido inibe o crescimento das mesmas e ocorre autdlise das
células das leveduras havendo liberacdo das enzimas importantes para promover o sabor
e tipico. Dentre as leveduras presentes as principais espécies sdo Saccharomyces
cerevisae e a Candida krusei, predominantes na Bahia (OETTERER, 2006). Estudos
realizados com o género Saccharomyces isolado de caixas de processamento em
Urucuca, Bahia, demonstraram ser possivel obter produtos de excelente qualidade com
essa levedura (LEVANON e MARTELLI, 1964; LEVANON e ROSSETINI, 1965).
Luna e Jimenez (1968-69), observaram que, quando se usa a levedura Candida
tropicalis, isolada de cascas de macd, consegue-se qualidade superior de cacau. Estudos
realizados por Thompsom et al. (2001) e Schwan e Wheals (2004), constataram o
crescimento de Kloeckera, Hanseniaspora, Saccharomyces, Candida, Pichia e
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, Kloeckera


http://www.tava.com.au/res/processing_07ferment_heap.jpg
http://www.tava.com.au/res/processing_07ferment_heap.jpg
http://www2.dpi.qld.gov.au/images/4678.jpg
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apis, Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Lactobacillus cellobiosus,
Lactobacillus plantarum e Acetobacter pasteurianus.

Com a conversdo dos aclcares a etanol, produz-se as condigdes aerdbicas
iniciais necessarias para o crescimento de bactérias que oxidam o etanol a &cido acético
e posteriormente a CO, (dioxido de carbono) e agua. Isso produz mais calor e aumenta a
temperatura, durante as primeiras 24 horas, para aproximadamente 40°C. A partir do
segundo dia até o final do processo realiza-se o0 revolvimento das améndoas em
intervalos regulares. Dessa forma evita-se que a temperatura ultrapasse 45°C, o que
poderia ocasionar a inativacdo das enzimas presentes. Além disso, esses movimentos
permitem a aeracdo da massa e melhor uniformidade da fermentagdo. A segunda fase da
fermentacdo é aerdbica e ocorre via acetobactérias presentes por contaminacdo natural e
que também produzem écido acético. Este se difunde no tegumento que envolve as
améndoas tornando-o permeavel e possibilitando a acdo das enzimas. Ao final do
processo, as améndoas apresentam coloracdo marrom intensa e aroma agradavel de
vinagre (OETTERER, 2006).

Depois de trés a sete dias, dependendo do local, das variedades e da qualidade
almejada, a fermentacdo € considerada suficiente e se passa a fase de secagem. Vale
destacar que o efeito primario da fermentacdo € aniquilar o embrido sob efeito de calor
e, sobretudo, fabricar acido acetico; segue-se certa degradacdo das paredes celulares
ocasionando a migracdo de enzimas que, por sua vez, entram em contato com 0s
produtos sensiveis. Ocorrem entdo os efeitos secundarios, que interessam ao produtor de
chocolate. Certos polifendis se hidrolisam, em particular as antocianas, gerando de
inicio compostos incolores, que assumirdo a cor marrom caracteristica do chocolate ao
serem oxidados. As proteinas se hidrolisam em peptideos e em aminoacidos livres. Tais
compostos ndo possuem o gosto do cacau ou do chocolate, mas sdo 0s principais
responsaveis pelo aparecimento desses sabores quando as améndoas sdo torradas; por
essa razao, sao denominados “precursores do sabor” (PONTILLON, 2009).

Ao inicio da fermentacdo, Galvez et al. (2007) determinou conteldo de umidade
das améndoas de 76,6% e valor de pH de 4,00. Apos 144 h, o valor de pH atingiu 4,48 e
a umidade foi reduzida a 69,3%. Durante o monitoramento da fermentacdo a
temperatura alcangou o valor maximo de 51°C depois de 48 h. Apds a abertura das
améndoas foram encontrados valores de 56,6 mg.g” matéria seca para glicose e 88,8

mg.g~ matéria seca para frutose.
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A secagem natural, ou secagem solar, consiste em estender o cacau fermentado
em areas cimentadas ou assoalhadas, bandejas, plasticos ou no proprio solo
(PONTILLON, 2009). Um método bastante utilizado é a secagem feita em barcacas
(Figura 6). Estas sdo construcdes tipicas constituidas por um lastro de madeira erguido
sobre pilares de alvenaria, e uma cobertura que desliza sobre trilhos. 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. As
améndoas sdo espalhadas sobre o lastro da barcaga em uma camada uniforme com cerca
de 5 cm de espessura. O revolvimento constante € feito com um rodo de madeira,
principalmente no inicio da secagem, a fim de evitar aglomerados. O processo mais
utilizado é a pré-secagem ao sol complementada com aquecimento artificial, via estufas
aquecidas por combustdo de lenha ou géas liquefeito e/ou energia solar (OETTERER,
2006).

Figura 6: Secagem do cacau
Fonte: http://www.barcacapousada.com.br/imagens/barcaca.jpg

A umidade do produto acabado é avaliada pelo tato e, sobretudo, pelo som das
améndoas agitadas na médo. A secagem natural apresenta a vantagem de ser progressiva
e gratuita em energia mas possui 0 incoveniente de ser demorada e exigir grande mao de
obra, particularmente quando é efetuada na estacdo chuvosa, algo que é muito comum.
A secagem artificial é usada, entdo, como substituto ou complemento. Se bem
conduzida, essa secagem propicia excelentes resultados, mas pode gerar dois tipos de
defeitos. Em primeiro lugar, caso o cacau entre em contato com gases de combustéo,
assumira um desagradavel gosto de fumaca. Em segundo lugar, se a secagem for
realizada de forma muito brusca, havera o ressecamento externo do cacau — a camada
seca se forma de modo muito rapido, perde a permeabilidade e a umidade interna tem

dificuldade para sair, quando, aparentemente, o acido acético ndo € bem eliminado, o


http://www.barcacapousada.com.br/imagens/barcaca.jpg
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que gera um cacau de sabor acido. O mesmo fendmeno ocorre quando da secagem
natural se os raios de sol forem muito intensos (PONTILLON, 2009).

Durante a secagem, as enzimas presentes atuam no interior da améndoa e
promovem as rea¢des quimicas de cura, estabilizando o sabor, e a cor caracteristicos do
chocolate, com acidez reduzida. A temperatura da secagem € importante na qualidade
final das améndoas. O ideal esta na faixa de 35 a 40 °C, porque € 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. Além disso, a secagem tem que durar
um certo tempo para a a¢do enzimatica ocorrer. O periodo 6timo é de 4 a 5 dias, com
umidade final de cerca de 7% (OETTERER, 2006).

A indUstria recebe as améndoas que deverdo sofrer a manufatura, ou seja, a
retirada do tegumento e do germe para obtengdo de “nibs” — améndoas descascadas e
trituradas — que é a matéria-prima para a fabricagdo da massa de cacau, manteiga de
cacau, cacau em po e, finalmente, chocolate. Apds as operagBes preliminares, que
consistem em limpeza para eliminar impurezas e, eventualmente, calibragem para
classificar as améndoas por categoria de tamanho homogéneo, a industria tem duas
opcoes: torrefacdo e em seguida descortificacdo — remocao do tegumento das améndoas
— ou o inverso. No primeiro caso (que se inicia com a torrefacéo), a descortificacdo é
mais facil uma vez que a casca fica bem descolada do grédo; mas, por outro lado, a
homogeneidade da torrefacdo € dificultada pelo tamanho relativamente grande da
améndoa (cerca de 22 mm de comprimento por 8 mm de espessura). No segundo
método, corre-se o risco de enriquecer 0s nibs com pedacos de casca que restaram, mas
a torrefac@o € mais homogénea (PONTILLON, 2009).

A torrefacdo consiste de um tratamento térmico das améndoas de cacau com ar
quente, a uma temperatura entre 110 e 140°C; maiores valores de temperatura podem
provocar um efeito de super torrefacdo, com a conseqliente formacdo de gosto de
queimado e perda das caracteristicas intrinsecas de cacau (DROUDEN et al. 1996 apud
PEREGO et al., 2004). A condi¢cdes operacionais mudam em resposta as necessidades
do processo e da planta; o processo de torrefacdo pode ser realizado sob diferentes
perfis de tempo-temperatura com obtencdo de diferentes resultados. A otimizacdo de
ambos, temperatura e tempo, é essencial para a obtencdo de elevada qualidade de sabor
nos produtos finais (SANAGI et al., 1997 apud PEREGO et al., 1999). A importancia
da torrefacdo na tecnologia de producdo de chocolate estd associada aos seguintes

fatores: reducgéo da umidade de 5-6% para 2% com perda de cerca de 6% em relacdo ao
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peso total; formac&o do flavour e reducdo da microbiota bacteriana presente na matéria-
prima durante o processo fermentativo e o armazenamento (PEREGO et al., 1999 apud
PEREGO et al., 2004). Outro objetivo da torrefacdo é secar suficientemente os nibs,
permitindo assim que possam ser moidos (PONTILLON, 2009). O efeito do calor nos
precursores do flavour de chocolate, presentes no cacau ap6s a fermentacéo e secagem,
é de catalisador, liberando o sabor caracteristico do chocolate (OETTERER, 2006).

A etapa que segue-se a torrefagdo é a trituracdo. Esta permite a separacdo da
casca por peneiragem, ventilacdo e sucgdo. As améndoas manufaturadas (torradas e
trituradas) passam por uma moagem e o produto, denominado massa de cacau — um
liquido denso também chamado de liquor - serd a matéria prima para a producdo da
manteiga de cacau, do cacau em p6 (matéria-prima para os achocolatados) e do
chocolate, conforme tratamento que receber. Ao passar por prensas hidraulicas, extrai-
se boa parte da manteiga de cacau presente na massa. A torta restante dessa prensagem
passa por moinhos que a pulverizam e produzem o cacau em po. (OETTERER, 2006)

2.2 ATIVIDADE ENZIMATICA E FORMACAO DE FLAVOUR DE CHOCOLATE

O mais notavel atributo do chocolate € o seu sabor Unico. A combinacdo e o
equilibrio dos numerosos compostos que contribuem para o flavour final dependem de
diversos fatores dentre os quais estdo genética, condigdes ambientais, condicdes de
colheita e de processamento. Essa complexidade é evidente quando se considera que,
ainda hoje, este flavour tdo desejavel ndo foi reproduzido pela industria quimica
(REINECCIUS, 2006).

De acordo com Beckett (1994), uma vez que a fruta é colhida, iniciam-se varios
mecanismos bioquimicos que contribuem para formacdo dos precursores de sabor de
chocolate. Embora o processo de fermentacdo facilite a remocao da polpa mucilaginosa
e impeca a germinacdo das améndoas de cacau, resulta, principalmente, no
desenvolvimento dos precursores de sabor necessarios. Entretanto, é importante que as
améndoas tenham atingido adequado grau de maturidade. Caso contrario, nenhum
processamento pode produzir o flavour pretendido. Estudos ainda mostram que, antes
da fermentacdo, ocorrem mudangas estruturais ocasionadas pela hidrolise de proteinas
presentes nas améndoas de cacau resultando na producdo de uma reserva de peptideos,

sendo estes possiveis precursores de sabor.
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A atividade enziméatica, em améndoas de cacau, durante a fermentagdo, é
conhecida e estudada pelo menos desde a segunda metade do século XX. Entretanto, as
primeiras enzimas reconhecidas estavam ligadas as alteracdes de coloracéo e a perda de
adstringéncia, sendo principalmente da classe das oxidases (polifenol oxidase,
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), porém até a préxima década
as proteases presentes nas améndoas ainda ndo haviam sido extraidas, isoladas e
caracterizadas. Estudos mais conclusivos a respeito da formagéo de precursores de sabor
em améndoas de cacau datam principalmente das décadas de 80 e 90 e foram
conduzidos por grupos de pesquisa na Suica e na Alemanha, em cooperagdo com grupos
da Malésia. Atualmente acredita-se que as seguintes enzimas tenham importancia
capital na formacéo de flavour de chocolate das améndoas de cacau:

a. endoproteases e exopeptidases — envolvidas na geracdo de peptideos e aminoacidos
livres considerados os principais precursores de sabor;

b. invertase e glicosidases — responsaveis pela liberagdo de aclcares redutores
indispensaveis a formagdo do sabor durante a torrefacdo. Glicosidases atuam ainda na
desglicosilagdo de compostos terpénicos ou fendlicos (linalol, antocianinas, por ex.)
interferindo na geracéo de sabor e na cor;

c. polifenol oxidase — responsavel pela oxidacdo de compostos fenolicos tendo como
conseqliéncia o fim da adstringéncia e reducdo do amargor (HANSEN et al., 1998;
LOPEZ e DIMICK, 1991).

Proteases (EC 3.4), também conhecidas como peptidases ou proteinases, séo
enzimas que pertencem ao grupo das hidrolases. Elas catalisam a reacédo de hidrolise das
ligacOes peptidicas das proteinas e podem ainda apresentar atividade sobre ligacdes
éster e amida. Todas as proteases apresentam um certo grau de especificidade de
substrato, em geral relacionado aos aminoacidos envolvidos na ligacdo peptidica a ser
hidrolisada e aqueles adjacentes a eles. Sdo enzimas 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 acdo sdo divididas em exopeptidases, que atuam nas
extremidades da cadeia polipeptidica, e endopeptidases, que agem nas ligacdes no
interior da cadeia protéica. Dentre as exopeptidases encontram-se as carboxipeptidases.
Estas, de importancia para o cacau, sdo proteases que agem na extremidade C-terminal

da cadeia polipeptidica; liberando aminoacidos livres ou dipeptidios. As
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endopeptidases, por sua vez, sdo normalmente classificadas pela natureza quimica de
seu sitio ativo e por seu mecanismo de a¢do em quatro grupos distintos, dentre os quais
encontram-se as proteases asparticas, também de interesse na formacdo do sabor em
cacau. Estas contém &cido aspartico em seu sitio ativo. Em geral apresentam maior
atividade em valores de pH &cido e tém maior afinidade por ligagdes que envolvem
aminoécidos apolares e aromaticos (KOBLITZ, 2008).

Durante a fermentacdo de cacau a protedlise catalisada por endoproteases
asparticas e carboxipeptidases origina oligopeptideos e aminoacidos. As endoproteases
asparticas lisam proteinas, preferencialmente nos residuos de aminoacidos hidrofébicos,
para produzir oligopeptideos que tém residuos de aminoécidos hidrofébicos em suas
extremidades finais. As carboxipeptidases tém a importante funcdo de converter
oligopeptideos hidrofobicos em precursores de sabor de cacau: oligopeptideos
hidrofilicos e aminoéacidos livres hidrofobicos, os quais sdo requeridos para formagéao
dos componentes de sabor de cacau tipicos na presenca de agucares redutores, durante a
torrefagdo (VOIGT et al., 1994a upud MISNAWI et al., 2002).

Misnawi et al. (2002) estudaram os efeitos da incubacdo ou ativacdo (45 °C em
shaker orbital a 150 rpm) de enzimas-chave remanescentes, principalmente
endoprotease aspartica, carboxipeptidase e invertase, em améndoas de cacau secas nao
fermentadas e parcialmente fermentadas (2 dias), no desenvolvimento dos precursores
de sabor. De acordo com esse estudo, a incubacao realizada produziu um significativo
aumento na formacdo de compostos &cidos, hidrofobicos e aminoacidos totais livres.
Segundo estes autores, 0 tratamento possivelmente ativou as proteases remanescentes
em améndoas de cacau ndo fermentadas resultando no acumulo de aminoacidos livres;
entretanto, ao fim da incubacdo, a concentracdo destes aminoacidos ndo atingiu o0s
valores encontrados em améndoas de cacau bem fermentadas. Para as améndoas
parcialmente fermentadas, em contrapartida, houve formacéo continuada, de modo que
a concentracdo de aminoacidos livres e hidrofobicos alcancou os valores das améndoas
bem fermentadas apos 24 h de incubacdo. Esse fato pode confirmar a teoria defendida
por Aquarone et. al. (2001) que a fermentacdo da polpa resulta em desenvolvimento de
microorganismos que fornecem enzimas necessarias para a obtencdo final do sabor de
chocolate. Ainda de acordo com Misnawi et al. (2002), os peptideos encontrados no po
de cacau desengordurado de améndoas ndo fermentadas e parcialmente fermentadas
foram bastante similares aos padrdes de améndoas bem fermentadas apds a incubacao.

A atividade enzimdtica remanescente em améndoas de cacau secas ndo fermentadas e
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parcialmente fermentadas foi suficiente para realizar reagdes enzimaticas durante a
incubagédo. A atividade de protease (remanescente em améndoas de cacau parcialmente
fermentadas e secas) foi relativamente alta: 31 e 16% da atividade original para
endoprotease aspartica e carboxipeptidase, respectivamente.

Hansen et al (1998) estudaram a atividade de diversas enzimas ao longo do
periodo de fermentacdo. Endoproteases apresentaram pH 6timo bastante acido (3,0) e
ndo foram significativamente inativadas ap6s 4 dias de fermentacdo. Entretanto,
carboxipeptidases apresentaram pH 6timo de atuacdo em torno de 6,0, 0 que explica a
ndo formacdo de sabor em polpa cuja fermentacdo tem pH inicial muito acido. Isso é
bastante comum em fermentacdes no Brasil que, ao contrario do que acontece em outras
regides produtoras, apresenta uma fase de fermentacéo alcodlica bastante curta, sendo a
fermentacdo acética mais rapida e predominante (LOPEZ e DIMICK, 1991).

Embora a converséo de sacarose para glicose e frutose fosse gradual ao longo de
toda a fermentacdo, a atividade de invertase s6 pode ser medida até o segundo dia de
teste. Uma vez que ndo houve indicios de transporte de aglUcares da polpa para as
sementes durante o periodo, os autores acreditam que a atividade enzimatica tenha
permanecido, em niveis ndo detectaveis pelos métodos utilizados. Foi encontrada
atividade de B-galactosidase, a-arabinosidase e a-manosidase. Todas as glicosidases
estudadas foram resistentes ao processo de fermentacdo permanecendo ativas inclusive
nas améndoas secas. A atividade de polifenol-oxidase foi bastante afetada pela
fermentacdo, ficando reduzida a 5% da inicial, apos apenas um dia de teste. Os autores
acreditam que parte da oxidacao de fenolicos que ocorre ao longo da fermentacédo seja
ndo-enzimatica (HANSEN et al., 1998).

De acordo com Lopez e Dimick (1991), a qualidade e a intensidade do flavour
de chocolate é determinada inicialmente por fatores genéticos, intrinsecos a variedade
ou cultivar produzidos. Assim, pode-se dizer que uma matéria prima de melhor
qualidade pode ser facilmente desperdicada por processamento inadequado, mas nem
mesmo o melhor processamento pode produzir um chocolate superior a partir de matéria
prima inferior. Para verificar se as diferencas de qualidade entre variedades de cacau séo
devidas a diferencas de atividade enzimatica nas améndoas, Hansen et al (2000)
conduziram um experimento no qual as atividades das enzimas-chave de sementes ndo
fermentadas de 10 diferentes variedades foram comparadas. Algumas importantes
conclusdes puderam ser levantadas: o cultivar com maior atividade das enzimas

proteoliticas testadas apresentava também alto potencial para sabor de chocolate e o que
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apresentava menor atividade para estas enzimas tinha baixo potencial para o sabor.
Porém esta relacdo ndo foi linear para todos os cultivares testados. Alguns deles, com
alto potencial para formacdo de sabor apresentaram baixa atividade de proteases. Para
as outras enzimas testadas ndo parece haver qualquer correlagdo entre a atividade
enzimatica e o potencial para desenvolver sabor de chocolate. Uma observagdo
importante foi que os mesmos cultivares, produzidos em diferentes regides (Malasia e
Peru) apresentaram significativa diferenca de atividade enzimatica.

O estudo acima mencionado poderia levar a conclusdo de que ndo apenas a
atividade enzimatica (principalmente proteolitica), mas também a composicdo das
proteinas dos cotilédones seriam varidveis de cultivar para cultivar, o que levaria a
producédo de melhores precursores de sabor por um do que por outro. Para verificar esta
possibilidade, Amin et al (2002) estudaram a composi¢do dos oligopeptideos gerados
pela acdo de endopeptidases em 6 diferentes cultivares de cacau. Para isso, a fracéo
proteica das améndoas foi extraida de sementes desengorduradas e submetida a autolise
em condi¢Bes controladas. Os peptideos formados foram extraidos e separados por
HPLC. Né&o foi possivel verificar diferencas significativas entre as misturas de
oligopeptideos produzidas pelos diferentes cultivares o que indica que ndo apenas as
proteinas hidrolisadas s@o bastante semelhantes, mas também a especificidade das
endoproteases de cada cultivar &, se ndo idéntica, pelo menos muito parecida.

A respeito de tratamento enzimatico de améndoas de cacau de baixa qualidade
constam na literatura especializada muito poucos trabalhos. Estes se dedicaram apenas a
aplicacdo de polifenol-oxidases exdgenas com o objetivo de reduzir o teor de polifenois
totais, de taninos e de antocianinas que interferem significativamente no amargor,
adstringéncia e na cor das améndoas (Lima et al., 2001; Brito et al. 2002). Vale ressaltar
que em ambos os trabalhos citados a aplicacdo de enzimas exdgenas foi considerada
benéfica para a qualidade do cacau em teste. Tratamentos de améndoas pelo uso de
proteases ndo foram encontrados na literatura.

Voigt et al. (1994a) estudaram o tratamento de globulinas extraidas de sementes
de cacau ndo fermentadas com proteases extraidas das préprias sementes e com
carboxipeptidase A de suinos. A proteina hidrolisada, quando adicionada de acUcares
redutores e de manteiga de cacau desodorizada e aquecida a 120°C, por 10 minutos,
produziu aroma identificado como caracteristico de chocolate pela maioria dos
julgadores. Com base nos resultados obtidos, 0 mesmo grupo de pesquisa (VOIGT et

al., 1994b), buscou produzir aroma de chocolate a partir de hidrolisados de diferentes
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fontes protéicas (coco, nozes e sementes de girassol) aplicando as proteases extraidas
das sementes de cacau. Nenhuma das fontes utilizadas apresentou potencial para

producdo do aroma desejado.

2.3 CONSTITUINTES QUIMICOS DO SABOR DO CACAU

Uma das mais importantes e complexas reacdes que envolvem a formacgéo do
flavour é a reacdo de Maillard que ocorre em uma larga faixa de temperatura (100-150
°C) para os varios modelos de sistemas alimenticios (PORTE et al., 2007). Esta reacdo é
responsavel por alguns dos mais prazerosos flavours conhecidos pelo homem. Falando
de modo geral, a reacdo de Maillard é uma reacdo entre carbonilas e aminas.
Geralmente, as carbonilas em alimentos sdo agUcares redutores, enquanto aminas podem
vir de aminoacidos ou proteinas. Os principais produtos finais da reacdo de Maillard
sdo melanoidinas e outros compostos nao volateis. Entretanto, mais de 3500 compostos
volateis tém sido atribuidos a esta reacdo. Mas, se por um lado estes volateis
representam a menor porcdo (em massa) dos produtos da reacdo, por outro eles séo 0s
principais contribuintes para o flavour de alimentos. Reineccius et al. (1972), por
exemplo, mostroaram que enquanto 1,3 g (por 100 g de améndoas) de acucares
redutores e aminoacidos totais foram perdidos durante a torrefacdo de améndoas de
cacau, apenas 0,9 mg de pirazinas foram formadas. Ou seja, apenas cerca de 0,07% dos
reagentes foram transformados em pirazinas enquanto o restante originou outros
produtos. S&o, estes produtos minoritarios que ddo a maior contribuicdo para o flavour
(REINECCIUS, 2006).

A reacdo de Maillard é geralmente dividida em trés estagios. O estagio inicial
comega com uma condensacao entre um grupo amino e um acucar redutor, levando a
uma N-glicosilamina, no caso do agUcar ser uma aldose, que sofre um rearranjo e forma
o chamado produto Amadori (ou Heyns se o acucar redutor for uma cetose). O estagio
intermediario inicia-se a partir dos produtos Amadori/Heyns, levando a produtos da
fragmentacdo do acucar e havendo liberacdo de um grupo amino. No estagio final
ocorrem reacGes de desidratacdo, fragmentacdo, ciclizacdo e polimerizacdo em que
grupos amino participam novamente. Especialmente em relacdo a formacao de flavour,
a chamada degradacdo de Strecker é de extrema importancia. Nela aminoacidos séo
degradados ocasionando desaminacdo e descarboxilacdo. As varias reacdes possiveis

tomam lugar a depender das condig¢des de temperatura, pH e natureza dos reagentes (por
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exemplo tipo de aglcar, amino&cido ou proteina). Uma visdo geral é dada na Figura 7.
Deve-se notar que no caso de proteinas e peptideos o grupo amino reativo é o da lisina,
uma vez que os grupos a-amino estdo comprometidos na ligagdo peptidica e portanto
ndo disponiveis nem para reacdo de Maillard nem para degradacdo de Strecker. Isso
resulta em um comportamento diferente dos amino&cidos se comparados a proteinas e
peptideos. E importante destacar que a maioria das pesquisas na area de formagio de
flavour pela reacdo de Maillard considera misturas de aclcar e aminoéacidos livres, e
dificilmente considera misturas agucar-proteina ou agucar-peptideo. Com proteinas e
peptideos, e na auséncia de amino&cidos livres, a reacdo de Strecker ndo pode acontecer,

e isto tem conseqliéncias para a geracéo de flavour (van BOEKEL, 2006).
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Figura 7: Visdo geral da reagdo de Maillard
Fonte: van BOEKEL, 2006.

Na Figura 8 tem-se uma visdo mais especifica da formacdo do flavour de cacau,
que se desenvolve durante a torrefacdo das améndoas fermentadas. Os sabores surgem a
partir dos precursores criados durante a fermentacdo. As reaces que 0s produzem sao
do tipo Maillard. Essas reacGes sdo condensacdes de funcdes aminas com funcbes
cetonas/hexonas dos acUcares. Os aldeidos podem se condensar, sendo que a

condensacdo do fenilacetaldeido (proveniente da fenilalanina) com o isovaleraldeido
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(proveniente da leucina) gera o 5-metil-3-fenil-2-hexanal, que tem o sabor do chocolate.
Além disso, as cetonaminas se condensam para gerar pirazinas (PONTILLON, 2009).
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Figura 8: Visdo geral da formacéo do flavour de cacau
Fonte: van BOEKEL, 2006.

A qualidade do flavour de chocolate em geral depende da origem de cacau entre
outros fatores; tem sido demonstrado que améndoas de diferentes origens tém
caracteristicas distintas. A formacdo do flavour é particularmente relevante durante o
processo de torrefacdo, devido as transformacGes quimicas que tém lugar no torrefador
(POWELL, 1983 upud PEREGO et al., 2004).
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As pirazinas e seus derivados sdo 0s compostos de maior importancia para o
sabor do chocolate. Os principais constituintes de sabor do cacau sdo listados na Tabela
1 (BELITZ et al., 2004).

Tabela 1: Compostos odorantes do cacau

Composto Qualidade do odor
3-metilbutanal maltado

etil 2-metilbutanona frutado

hexanal verde

desconhecido

frutado, ceroso

2-metoxi-3-isopropilpirazina

terra

(E)-2-Octenal

gorduroso, terra

desconhecido

sebo

2-etil-3,5-dimetilpirazina

terra, torrado

2,3-dietil-5-metilpirazina

terra, torrado

(E)-2-Nonenal

sebo, verde

desconhecido

pungente, grama

desconhecido

doce, ceroso

fenilacetaldeido mel
(2)-4-Heptanal biscoito
5-Octenolactona doce, coco

d-Decalactona

doce, péssego

Fonte: adaptado de BELITZ et al., 2004

Mais de 500 compostos tém sido identificados em améndoas de cacau torradas.
Pirazinas, compostos nitrogenados heterociclicos caracterizados por baixo peso
molecular e alta volatilidade, sdo as substancias dominantes (cerca de 20% de todos 0s
flavorizantes), seguidas por ésteres (13%), hidrocarbonetos (13%) e acidos (11%). A
maioria desses compostos pode ser encontrada em améndoas cruas, por exemplo
tetrametilpirazina derivada da fermentacdo enzimatica, enquanto outros podem ser
formados durante o processo industrial de producdo de chocolate e cacau refinado. A
principal rota de formacdo de pirazinas é através da degradacdo de Strecker. As
metilpirazinas, em particular, séo muito importantes para o sabor de cacau em funcéo de
seus fortes atributos sensoriais (FEENEY et al., 1975; SANAGI et al.,, 1997,
HUMBERT e SANDRA, 1985 upud PEREGO et al., 2004).
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Perego et al. (2004), encontrou altas concentragdes de metilirazina para amostras
de cacau de diferentes origens (4,98 ppm para Equador, 9,91 ppm para Granada e 13,91
ppm para Gana).

Estudos de Misnawi e Jamilah (2004) mostraram que 2,5-dimetilpirazina, 2,3-
dimetilpirazina, 2,3,5-trimetilpirazina e 2,3,5,6-tetrametilpirazina foram as pirazinas
obtidas em quantidade significativa apds a torrefacdo.

Reineccius et al. (1972), acompanharam a formagdo de algumas pirazinas
durante a torrefacdo de améndoas de cacau de diferentes regides, com diferentes graus
de fermentacdo. Em améndoas de Gana a formacao de pirazinas foi rapida durante os 30
minutos iniciais da torrefagdo, a 150°C. Entre 30 e 50 minutos de torrefagdo a formacéo
de pirazinas passou a ser mais lenta, indicando queda da concentragdo de precursores.
Dos 50 aos 90 minutos de torrefacdo a sua concentracdo permaneceu constante. Em
améndoas ndo fermentadas, a geracdo de pirazinas foi menor. A torrefacdo durante 30
minutos a 150°C favoreceu a maior producédo de pirazinas gerando uma concentragdo
final de 710ug/100g de cacau. Estes autores descobriram que as améndoas fermentadas
ja continham uma certa concentracdo de pirazinas. Esta conclusdo foi confirmada mais
tarde por Zak et al. (1988).

A concentracdo de pirazinas foi investigada em cacau apos fermentacdo por 10
dias e torrefacdo em temperaturas de 50-200°C por 30 minutos. As pirazinas foram
extraidas e analisadas por destilagdo e extracdo simultdnea (SDE) e cromatografia
gasosa (GC). Foram detectadas: monometilpirazina, 2,3- dimetilpirazina, 2,5-
dimetilpirazina, 2,6-dimetilpirazina, trimetilpirazina e a tetrametilpirazina. Nestas
condicGes operacionais foi observado um rapido aumento na concentracdo de
tetrametilpirazina, até o sexto dia de fermentacéo (= 195 pg/100g de cacau). Apos este
periodo a concentragdo de pirazinas declinou chegando a 100u.g/100g de cacau. Durante
0 periodo de torrefacdo de 100-200°C por 30 min. foi observada uma alta concentracédo
de tetrametilpirazina (= 400 ng/100g de cacau) a 150°C, este resultado tambem foi
observado em 20 min. de torrefacdo em escala industrial (HASHIN e CHAVERON,
1994).

Parametros como tempo e temperatura de torrefacdo foram estudados para
avaliar o perfil de compostos volateis de nibs de cacau. O sabor do cacau apds a
torrefacdo € caracterizado por alcodis, éteres, grupos furanos, tiazois, pironas, acidos,

ésteres, aldeidos, iminas, aminas, pirazinas e pirrois Os compostos volateis foram
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isolados por destilacdo e extracdo simultanea (SDE). O tempo (5-65 min.) e a
temperatura (110-170°C) de torrefacdo foram utilizados como parametros. Por esta
metodologia foram detectados compostos como: tetrametilpirazina, trimetilpirazina,
acetato de fenietila, acetato de isoamila, acetato de 3-metilbutil, fenialcetaldeido,
benzaldeido e 2-feniletanol. A porcentagem de area relativa as pirazinas aumentou a
medida que a temperatura utilizada foi aumentada. A porcentagem de &rea relativa aos
ésteres foi alta quando foi utilizado até 65 min. e temperaturas de 110-120°C. Em
relacdo aos fendis, a porcentagem de area diminui em temperaturas de 160-170°C por
periodos de 45-65min. de torrefacdo (JINAP et al. 1998).

Jinap et al. (2004) isolaram as pirazinas de liquor de cacau com diferentes
concentracdes de polifendis por destilagdo e extragdo simultanea (SDE), utilizando um
aparato Lickens e Nickerson (SCHULTZ et al. 1977). O método foi eficiente para
separacdo de 3 pirazinas (dimetilpirazina, trimetilpirazina e tetrametilpirazina).

No presente, ha escassas informacdes sobre o perfil de aminoacidos de
améndoas de cacau e o efeito da origem e do processamento industrial em suas
concentracdes. Adeyeye, et.al. (2009), demonstrou que o nivel de proteinas em
améndoas de cacau fermentadas (15,2 g/100 g) foi 10,4% maior que o nivel de proteinas
de améndoas ndo fermentadas (13,6 g/100 g). Isso pode ser um indicativo de possivel
lise celular da microbiota fermentativa. No mesmo trabalho foi verificado que as
concentracdes de aminoacidos foram variavelmente distribuidas entre as améndoas
fermentadas e ndo fermentadas, sendo a acido glutdmico o encontrado em maior
concentracdo tanto nas améndoas fermentadas (153 mg/g) como naquelas nao
fermentadas (128mg/g). A segunda posicdo foi ocupada pelo acido aspartico. Cistina foi
0 de menor concentracdo. Em relacdo a concentracdo de aminoécidos essenciais, as

améndoas de cacau fermentadas foram mais ricas do que as ndo fermentadas.

2.4 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial é uma ciéncia através da qual é possivel medir, analisar e
interpretar as reacGes produzidas pelas caracteristicas dos alimentos e materiais, como
elas sdo percebidas pelos 6rgaos da visdo, olfato, gosto, tato e audicdo (INSTITUTE
FOOD TECHNOLOGY, 1957 apud SILVA, 2001).
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A preocupacdo do homem em relacdo a percepcdo de aromas e sabores € bem
documentada e data dos anos 300 a.C., quando os gregos compilaram um tratado sobre
aromas (FARIA; YOTSUYANAGI, 2002). Testes sensoriais tém sido conduzidos por
um longo tempo; desde que o homem comecou a avaliar a boa e ma qualidade dos
alimentos, &gua, armas, construcdes e todas as coisas que podem ser usadas e
consumidas. O aumento do comércio inspirou o desenvolvimento de testes sensoriais
mais formais. Com o tempo, métodos ritualisticos de avaliacdo de qualidade de vinhos,
chas, café e outros foram desenvolvidos, alguns dos quais sobrevivem até os dias de
hoje. A histdria da analise sensorial foi baseada nos esforgos, em tempos de guerra, para
alcancar a aceitacdo dos alimentos pelos soldados do exército dos EUA. A maior
contribuicdo para o desenvolvimento dos testes sensoriais foi realizada pelo
Departamento de Ciéncias de Alimentos na Universidade da Califérnia em Davis (Food
Science Department at the University of California at Davis). Recentemente, cientistas
tém desenvolvido testes sensoriais como uma metodologia formalizada, estruturada e
codificada. Além disso, continuam a desenvolver novos métodos e refinar os ja
existentes (MEILGAARD et al., 2007).

O homem tem habilidade natural para comparar, diferenciar e quantificar os
atributos sensoriais e a analise sensorial utiliza-se dessa habilidade para avaliar
alimentos e bebidas, empregando a metodologia apropriada aos objetivos de estudo e
tratamentos estatisticos dos dados (FERREIRA et al., 2000 apud MEDEIROS e
LANNES, 2009).

A anélise sensorial € realizada em funcdo das respostas transmitidas pelos
individuos as varias sensacfes que se originam de reacdes fisioldgicas e sdo resultantes
de certos estimulos, gerando a interpretacdo das propriedades intrinsecas aos produtos.
Para isto € preciso que haja entre as partes, individuos e produtos, contato e interacdo. O
estimulo é medido por processos fisicos e quimicos e as sensacGes por efeitos
psicoldgicos. As sensacOes produzidas podem dimensionar a intensidade, extensao,
duracdo, qualidade, gosto ou desgosto em relacdo ao produto avaliado. Nesta avaliacéo,
os individuos, por meio dos proprios Orgdos sensdrios, numa percepcao
somatosensorial, utilizam os sentidos da visdo, olfato, audicdo, tato e gosto
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2004). Dessa forma é possivel determinar diferencas,
caracterizar e medir atributos sensoriais dos produtos ou determinar se as diferencas nos
produtos s@o detectadas e aceitas ou ndo pelo consumidor. Trata-se, portanto, de uma

ciéncia que possui um vasto campo de aplicacdo, que abrange desde a pesquisa e
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desenvolvimento de novos produtos, reformulacdo dos produtos ja estabelecidos no
mercado, estudo de vida de prateleira, determinacdo das diferengas e similaridades
apresentadas entre produtos concorrentes, identificacdo das preferéncias dos
consumidores e otimizacdo e melhoria de qualidade (FARIA e YOTSUYANAGI, 2002;
SILVA, 2001).

A andlise sensorial de confianca esta baseada na habilidade do analista sensorial
para otimizacao de quatro fatores que governam uma medida:

1) definicdo do problema: o que serd medido deve ser precisamente definido; téo
importante quanto isso € nas ciéncias ‘“‘exatas”, € muito mais nas sensagdes €
sentimentos.

2) design do teste: este deve ndo apenas ndo permitir a subjetividade e conhecimento de
informagdes que possam influenciar julgadores, como também minimizar a quantidade
de testes requeridos para produzir a acuracia desejada dos resultados.

3) instrumentacdo: os julgadores devem ser selecionados e treinados para fornecer uma
boa reprodutibilidade; o analista deve trabalhar com eles até que conheca suas
sensitividades e tendéncias em determinadas situages.

4) interpretacdo dos resultados: usando estatistica, o analista tira aquelas conclusdes que
sdo garantidas pelos resultados.

Além desses fatores deve-se considerar que julgadores, como instrumentos de
medida, sdo completamente variaveis ao longo do tempo; muito variaveis entre eles
mesmos; e altamente influencidveis. Para superar adequadamente esses fatores é
necessario que as medidas sejam repetidas, que os julgadores sejam suficientes (20 — 50,
em geral), e que o analista sensorial respeite as muitas regras e pilares que governam as
atitudes do painel (MEILGAARD et al., 2007).

Diversos métodos de avaliacdo podem ser empregados a depender dos objetivos
pretendidos. A Figura 8 € uma representacdo esquematica e simplificada dos principais

métodos utilizados na analise sensorial e seus respectivos objetivos.
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Figura 8: Representacdo esquematica dos principais testes sensoriais
Fonte: http://www.beefpoint.com.br/bn/hotsites/sgs/images/grafico_analise sensorial.jpg

Os testes sensoriais discriminativos ou de diferenca sdo considerados métodos
objetivos que medem atributos especificos pela discriminacdo simples, indicando por
comparagdes, se existem ou ndo diferencas estatisticas entre amostras. Os testes
discriminativos ou de diferenca mais empregados em andlise sensorial sdo o triangular,
duo-trio, ordenacdo, comparacdo pareada e diferenca do controle. Métodos afetivos, por
sua vez, sdo aqueles nos quais o julgador expressa seu estado emocional ou reagédo
afetiva ao escolher um produto pelo outro. E a forma usual de se medir a opinido de um
grande numero de pessoas com respeito a suas preferéncias, gostos e opinides. Os
julgadores ndo precisam ser treinados, bastando ser consumidores frequentes do produto
em avaliacdo. Ja os métodos descritivos sdo aqueles que descrevem 0s componentes ou
parametros sensoriais e medem a intensidade em que séo percebidos. Trata-se, portanto,
de uma técnica sensorial na qual os atributos de um produto sdo identificados e
quantificados por julgadores treinados especificamente para este proposito. Vale
destacar que testes sensoriais exigem cuidados na padronizacdo do preparo e
apresentacdo das amostras e na formacdo da equipe sensorial. Todas as amostras devem
ser codificadas com numeros aleatorios de trés digitos, casualizadas e apresentadas a
equipe pré-selecionada e treinada. Os testes devem ser conduzidos em cabines
individualizadas com controle das condigdes ambientais, tais como: iluminacdo,
temperatura, auséncia de sons ou ruidos e livre de odores estranhos (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2004).


http://www.beefpoint.com.br/bn/hotsites/sgs/images/grafico_analise_sensorial.jpg
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Dentre os testes utilizados para verificacdo da percepg¢do de um determinado
aroma estdo os testes de diferenca do controle e ordenacdo. O teste de diferenca do
controle é indicado quando se deseja verificar se existe diferenca entre uma amostra
controle (ou padrdo) e uma ou mais amostras-teste e, a0 mesmo tempo, estimar o grau
de diferenca existente. Todas as amostras sdao avaliadas quanto as diferencas em relagdo
ao controle. Normalmente é um teste direcionado a avaliacdo de um Unico atributo. Em
geral sdo utilizadas equipes de 20 a 50 julgadores. A cada julgador é apresentado o
controle e as amostras codificadas, sendo este orientado a avaliar cada uma das amostras
comparando-as com o controle e definir, na escala, o grau de diferenca entre cada
amostra e o padrdo. O teste de ordenacdo, por sua vez, é indicado quando se deseja
comparar varias amostras em relacdo a um determinado atributo sensorial ou em relacéo
a preferéncia. Este teste permite a ordenacdo das amostras segundo uma escala de
intensidade do atributo de interesse, resultando em indicacdo numérica das diferencas
entre as amostras, ndo sendo possivel, entretanto, quantificar o grau de diferenca ou
preferéncia entre as amostras. Assim, tanto as amostras consecutivas que apresentem
grande diferenca como aquelas com leve diferenca estardo separadas somente por uma
unidade de ordenacdo. Para o teste de ordenacao-preferéncia sugere-se 0 minimo de 30
julgadores. Cada julgador recebe trés ou mais amostras e € solicitado a ordena-las em
ordem crescente ou decrescente da intensidade de um determinado produto ou da
preferéncia (SILVA, 2001; FARIA e YOTSUYANAGI, 2002; INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2004; MEILGAARD et al., 2007).

Perego et al. (2004) reportou que améndoas de cacau de diferentes origens
mostraram diferentes caracteristicas de flavour. Améndoas provenientes de Granada e
Equador foram significativamente (p<0.05) preferidas em relacdo aquelas originarias de
Gana. O estudo mostrou uma tendéncia similar entre a concentracdo de pirazinas e a
preferéncia em relacdo ao flavour do produto.

De acordo com Misnawi et al. (2004), a presenca de polifendis no liquor de
cacau durante a torrefacdo prejudicou os atributos de flavour, viscosidade e aumentou a
adstringéncia e o amargor do liquor resultante mas nao influenciou a acidez, nem os
aromas floral/frutal, verde /cru e terroso. A variacdo do tempo de torrefacdo, de 15 a 45
min a 120 °C, afetou significativamente o flavour de cacau mas ndo afetou as demais
propriedades sensoriais.

Lopez e McDonald (1981) estabeleceram uma lista de atributos para o sabor do

chocolate. O sabor basico desta classe de descritores consiste de “sub-sabores”
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essenciais e caracteristicas do chocolate. Alguns exemplos séo: a adstringéncia e o sabor
amargo. Tanino, nozes e &cido/frutal e torrado sdo desenvolvidos durante o
processamento. Os sabores auxiliares, componentes do chocolate basico ou sabores
acentuados (realcam o sabor do chocolate) foram citados como de &cido torrado,
caramelo, frutal, mel, nozes, uva-passa, toffee e fudge. Os sabores estranhos (off-
flavours) foram citados como de planta, péo, terra/mofo, alcalino, peixe, remédio, éleo e
fumaca.

Urbanski (1992) através da andlise descritiva quantitativa (ADQ) levantou
atributos para o sabor do chocolate. Aldeidos e cetonas foram associados a sabores e
aromas “frutais” e “florais”. O fenilacetaldeido, o isovaleraldeido, 0 isopentanal e um
certo nimero de pirazinas foram relacionados com o sabor tipico de chocolate. O
trimetil tiazol foi associado ao sabor de cacau. As pirazinas biciclicas sdo conhecidas
por contribuirem para o sabor de “queimado”, “torrado” e “grelhado”. Neste trabalho
também foi verificada a influéncia do clima e da fermentacdo sobre o sabor do cacau.
Améndoas de diferentes origens (Costa do Marfim, Brasil, Equador, Malasia, Java,
Caracas e Sanchez), torradas sob as mesmas condi¢des (140°C por 30 minutos),

desenvolveram sabores distintos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO, SELECAO E PREPARO DAS AMENDOAS

As améndoas testadas foram doadas por empresas do ramo de cacau da cidade
de Ilhéus — BA. Foram obtidos pacotes contendo 1000g de améndoas fermentadas e
secas (curadas) classificadas, visualmente, em dois grupos: améndoas de baixa
qualidade e améndoas de boa qualidade (a serem usadas como padréo de formacdo de
sabor durante a torrefacdo). Vale destacar que esta classificacdo foi realizada pelas
empresas fornecedoras das améndoas.

Os dois grupos de améndoas foram limpos (separacdo de embrido, tegumento e
radicula, caso necessario) e os cotilédones foram armazenados a temperatura ambiente
até o momento da moagem.

Para obtencdo de sementes ndo fermentadas (extracdo de enzimas), foram
doados por produtores de Ilhéus - BA, frutos frescos de cacau. Destes foi extraida a
polpa e as sementes foram lavadas para remoc¢édo da mucilagem e da casca. Estas foram
armazenadas a —18°C até o momento da extracao.

Os trés grupos de améndoas obtidos (améndoas de boa qualidade, baixa
qualidade e ndo fermentadas) foram moidos a mao até a obtencdo de um po fino que foi

armazenado a -18°C, até 0 momento da utilizacgéo.

3.2 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

Neste experimento foram testadas, para fins de comparacdo, enzimas de origem
animal — pepsina suina (endoprotease aspartica) e carboxipeptidase A de suino —;
enzima microbiana contendo endo e exopeptidases e as enzimas vegetais extraidas do
cacau — endoprotease e carboxipeptidase contidas no extrato bruto das sementes nao
fermentadas. Foi realizada a determinacdo da atividade destas enzimas no intuito de
determinar a quantidade de enzima a ser aplicada em cada teste em unidades de
atividade. Todas as determinacbes foram conduzidas em triplicata. O preparo das

solucdes utilizadas esta descrito no ANEXO 2.
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3.2.1 Atividade de endoprotease

Aliquotas de 1mL de solucdo a 1% de albumina de soro bovino em tampéo
citrato-fosfato (pH = 3,5) foram adicionadas de 0,5mL de solu¢do enziméatica. Foram
utilizadas trés solucdes enzimaticas a saber: pepsina (10 mg/mL), enzima microbiana
(0,5 mL) e cacau (1 mg de pd obtido dos frutos frescos de cacau). A reacdo foi
conduzida em banho de aquecimento a 45°C por 30 minutos e paralisada por adi¢éo de
0,5mL de &cido tricloroacético (TCA) a 25%. O produto da reacao foi centrifugado a
10000 rpm (9030 x g) por 15 minutos e o sobrenadante foi submetido a leitura de
absorbancia em espectrofotobmetro a 280nm. Por fim determinou-se a atividade
enzimatica considerando-se uma unidade de atividade (u.a.) como sendo a quantidade
de enzima necesséaria para elevar a leitura em 0,001 unidades em relacdo ao branco. Este
foi preparado pela adi¢do de 1mL de solugéo de albumina 1%, 0,5 mL de TCA 25% e
0,5 mL da respectiva solucdo enzimatica, recebendo o mesmo tratamento que as demais
amostras.

E importante mencionar que, em alguns casos, foi necessaria uma segunda
centrifugacdo a mesma velocidade, por 5 minutos pelo fato dos sobrenadantes nao

encontrarem-se devidamente limpidos apds a primeira centrifugacao.

3.2.2 Atividade de Carboxipeptidase

Aliquotas de cada uma das solugdes enzimaticas (1mL de enzima microbiana, 1
mg de cacau) foram adicionadas de 0,98mL de tampdo citrato-fosfato (pH = 6,8) e de
0,02 mL de Pepstatina (inibidor de endoprotease). Essa mistura foi levada a banho de
gelo por 1 hora. Apos o tempo de reacdo, aliquotas de 0,06mL do preparado enzimatico
foram adicionadas de 0,04mL de substrato sintético Z-Phe-Leu 5 uM e 0,9mL de
tampao citrato-fosfato (pH = 6,8). A reacdo foi conduzida em banho de aquecimento a
45°C por 3 horas e paralisada por adi¢cdo de 0,2mL de TCA 25%. O produto da reacdo
foi centrifugado a 10000 rpm (9030 x g) por 15 minutos. Algumas vezes foi necessaria
uma segunda centrifugacdo a mesma velocidade por 10 min para a obtencdo de
sobrenadante devidamente limpido. Aliquotas de 0,5mL do sobrenadante foram
adicionadas de 1,5mL de Ninhidrina e levadas a banho de ebulicdo por 10 minutos
seguido de banho de gelo. Apds agitacdo vigorosa em vortex, a mistura foi submetida a

leitura de absorbancia em espectrofotdbmetro a 570nm. A atividade enzimatica foi
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determinada considerando-se uma unidade de atividade (u.a.) como sendo a quantidade
de enzima necesséria para elevar a leitura em 0,001 unidades em relagéo ao branco. Este
foi preparado pela adicdo de 0,06 mL de agua destilada, 0,04 mL do substrato sintético
Z-Phe-Leu 5 uM e 0,9mL de tampao citrato-fosfato (pH = 6,8) e submetido ao mesmo
tratamento usado para as amostras. Vale destacar que ndo foi feita a determinacéo de
atividade de carboxipeptidase para a enzima animal (Carboxipeptidase A de suino -
Sigma), seguindo-se a determinacdo do fabricante. Isso em funcdo da pequena

quantidade de enzima disponivel e custo elevado da mesma.

3.3 TRATAMENTO ENZIMATICO

Aliquotas de 60g do p6 obtido da moagem das améndoas de cacau de baixa
qualidade foram pesadas em frascos de 250 mL e adicionadas de 120 mL de agua. O pH
do meio foi entdo ajustado para 3,5 utilizando &cido acetico. Em seguida os frascos
foram levados a banho de agitacdo e adicionados da protease aspartica em quantidade
equivalente a 22000 u.a. Os frascos foram incubados a 50°C por 8 horas sendo levados a
banho de gelo ap6s o tempo de reacdo. Seus conteudos tiveram o pH novamente
ajustado (pH=7,5, ajustado com solucdo NaOH 10N) e houve adicdo das respectivas
carboxipeptidases. Nova incubacgédo (36°C por 8 horas) teve inicio.

Todos os tratamentos foram conduzidos em triplicata obedecendo ao esquema

apresentado nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2: 1% etapa do tratamento enzimatico

QUANTIDADE DE pH DO

TRATAMENTO  TIPO DE ENZIMA ENZIMA MEIO TEMPERATURA
Tl Enzima animal 22000 u.a 3,5 50°C
T2 Enzima vegetal 22000 u.a 3,5 50°C
T3 Enzima microbiana 22000 u.a 3,5 50°C

Enzima animal: pepsina suina. Enzima vegetal: p6 de cacau. Enzima microbiana: Flavorzyme®.
Tabela 3: 22 etapa do tratamento enzimatico

TRATAMENTO  TIPO DE ENZIMA QUAEJIZ?C&E DE pJEIIDg TEMPERATURA
Tl Enzima animal 22000 u.a 7,5 36°
T2 Enzima vegetal 22000 u.a 7,5 36°
T3 Enzima microbiana 22000 u.a 7,5 36°

Enzima animal: carboxipeptidase A de pancreas bovino. Enzima vegetal: p6 de cacau. Enzima microbiana: Flavorzyme®.
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As condigdes de pH e temperatura utilizadas foram estabelecidas com base em
dados apresentados no estudo de Voigt et. al. (1994a).
O material resultante do tratamento enzimético foi seco em estufa de circulagdo

de ar a 50°C por 5 horas e armazenado em congelador até 0 momento da torrefacéo.

3.4 TORREFACAO

Momentos antes da andlise sensorial, 0 material tratado e seco foi distribuido em
bandejas de aluminio, em camadas de 2 a 3 milimetros de espessura. Estas foram
levadas a estufa, previamente aquecida a 120°C, por 12 minutos. As condicOes de
temperatura e tempo utilizadas foram estabelecidas com base em dados apresentados
por Voigt et. al. (1994a).

Para a obtencdo dos padrdes partiu-se de améndoas de cacau de boa qualidade e
améndoas de cacau de baixa qualidade ndo submetidas a tratamento enzimatico e
secagem. O po obtido atraves da moagem dessas améndoas passou diretamente para a
etapa de torrefacdo. Obteve-se, desta forma, material com flavour de chocolate bem
desenvolvido (PB) e pouco desenvolvido (PR), respectivamente, que serviram como
padrdo para as analises quimicas e sensoriais. Vale destacar que como os padrdes nao
passaram pelas etapas de tratamento enzimatico e secagem, conseqiientemente nao
foram submetidos as variacdes de pH e temperatura pelas quais as amostras teste
passaram. Isso possivelmente ocasionou diferencas que podem ter interferido nos

resultados obtidos.

3.5 ANALISE SENSORIAL

Foram avaliadas sensorialmente, em relacdo ao flavour de chocolate, amostras
de p6 de cacau enzimaticamente tratado. Todos os testes foram realizados no
Laboratorio de Analise Sensorial da UEFS (Universidade Estadual de Feira de Santana).
Vale destacar ainda que todos os testes sensoriais foram conduzidos com todas as

replicatas obtidas apds o tratamento enzimatico.
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3.5.1 Teste de Diferenca do Controle

Inicialmente o Teste de Diferenca do Controle foi realizado com 25 julgadores,
com amostras de pé de cacau. A equipe de julgadores foi composta por alunos e
professores do curso de Engenharia de Alimentos da UEFS. Essas analises prévias
tiveram o objetivo de treinar os julgadores, além de selecionar aqueles que
apresentassem boa reprodutibilidade e estivessem em consenso com 0s demais, bem
como verificar a ocorréncia de melhoria no flavour. Foram, entéo, realizados testes de
diferenca do controle, nos quais os 20 julgadores previamente selecionados receberam
uma amostra padrdo ou controle especificada com a letra P e quatro amostras
codificadas, sendo uma delas a prépria amostra padrdo. Cada julgador foi orientado a
avaliar (“cheirar”) as amostras comparando com o padrdo e indicando o grau de
diferenca entre as amostras codificadas e o controle. Para isso foi utilizada uma escala

especifica (Figura 9).

. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
) Programa de Pds-graduagdo em Biotecnologia

Nome Data: / /

Vocé esta recebendo uma amostra Padréo (P) e quatro amostras codificadas. Por favor, avalie as amostras da esquerda para a direita (comegando pelo
Padréo) marcando, na escala, abaixo, o quanto cada amostra codificada difere, em relagdo ao aroma de chocolate, da amostra padréo.

— nenhuma diferenga

Amostra  Grau de Diferenca

0
1
2
3
4 -
5
6
7
8
9

- extremamente diferente

Comentarios:

Figura 9: Ficha para aplicacdo de Teste de Diferenca do Controle

No primeiro teste, as seis amostras de p6 de cacau tratado (T1, T2 e T3 / T1’,
T2’ e T3’/ T1”’, T2’ e T3’ — provenientes dos tratamentos enzimaticos descritos no
item 3.3) foram avaliadas utilizando-se a amostra composta de améndoas de cacau de

boa qualidade (PB) como controle.
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Na segunda etapa, as mesmas amostras teste ((T1, T2 e T3 / T1’, T2 ¢ T3 /
T1, T2 e T3”’) foram comparadas a amostra composta por améndoas de cacau de
baixa qualidade (PR) (amostra controle).

As avaliagdes de flavour foram conduzidas em cabines individuais. As amostras
foram apresentadas em copos descartaveis de polietileno branco de 50mL de
capacidade, cobertos com papel aluminio, codificados com niimeros de trés algarismos.
A forma de apresentacdo foi a monadica, com duas amostras por sessao, num total de
duas sessoes por dia.

A partir de dados obtidos através desse teste, foi possivel identificar o0s
tratamentos que mais se aproximaram — em relacdo ao flavour — do pé de cacau obtido

das améndoas de boa qualidade.

3.5.2 Teste de Ordenacao-Preferéncia

Foi realizado um Teste de ordenagdo-preferéncia no qual 40 julgadores
receberam quatro amostras codificadas e foram orientados a ordena-las conforme a
preferéncia, em relagcdo ao flavour de chocolate (Figura 10). Esse teste foi realizado em
dois blocos. No primeira dia os julgadores avaliaram um conjunto composto por trés
amostras teste (T1, T2 e T3) e pela amostra PB. As analises foram conduzidas em
cabines individuais. No segundo dia manteve-se a amostra padréo - PB e introduziu-se
as demais amostras teste (T1°’, T2*> e T3’*). As amostras foram apresentadas, de forma
monadica, em copos descartaveis de polietileno branco de 50mL de capacidade,

cobertos com papel aluminio, codificados com nameros de trés algarismos.

1 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
. Programa de Pds-graduagdo em Biotecnologia

Nome Data: / /

Avalie as amostras, da esquerda para direita, em relagdo ao aroma de chocolate, e ordene-as em ordem crescente conforme a sua preferéncia.

+ preferida - preferida

Comentarios:

Figura 10: Ficha para aplicacdo de Teste de Ordenacdo-Preferéncia
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3.6 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE HIDROLISE

Aliquotas de 0,5g (em triplicata) de cada tratamento sofreram extracdo com 5mL
de uma mistura contendo TCA, acetato de sodio e &cido acético. O produto da extracao
foi analisado pelo método colorimétrico de Lowry, modificado por Murthy et. al. (1997)
para quantificacdo dos aminoéacidos livres e pequenos peptideos formados durante o
processo enzimatico. Para realizagdo das devidas comparacdes esta analise também foi

conduzida com améndoas de cacau de boa qualidade e de baixa qualidade.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos através das analises quimica e sensorial foram exportados para
0 programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2007) e submetidos a analise de variancia
ANOVA. Para a analise sensorial aplicou-se o teste de Dunnet para comparagdo das

médias das amostras ao nivel de 5% e 1%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE ENZIMATICA

Através da metodologia descrita anteriormente (item 3.2), utilizando-se trés
repeticGes, obteve-se as médias de atividade enzimatica dispostas nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4: Médias de atividade enzimatica
de protease.

TIPO DE ATIVIDADE

ENZIMA ENZIMATICA

Microbiana 14.680 u.a/mL
Animal 7.550.666,60 u.a/g
Vegetal 15.457,75 u.a/g

Enzima microbiana: Flavorzyme®. Enzima animal: pepsina
suina e carboxipeptidase A de pancreas bovino. Enzima
vegetal: p6 de cacau.

Tabela 5: Médias de atividade enzimatica
de carboxipeptidase.

TIPO DE ATIVIDADE

ENZIMA ENZIMATICA

Microbiana 872.391,06 u.a/mL
Animal 55 u.a/mL
Vegetal 2.509.000,10 u.a/g

* Atividade enzimatica fornecida pelo fabricante.

Enzima microbiana: Flavorzyme®. Enzima animal: pepsina
suina e carboxipeptidase A de pancreas bovino. Enzima
vegetal: p6 de cacau.

Com os dados obtidos verificou-se que todas as enzimas apresentaram boa
atividade, podendo, portanto, proporcionar os resultados esperados no tratamento
enzimatico.

Com base nos dados obtidos através da determinacdo de atividade enzimatica,
bem como dados disponiveis na literatura, estabeleceu-se que, inicialmente, o nivel de
atividade utilizado seria 22000 u.a.

Conhecendo-se as atividades enzimaticas foi possivel determinar as aliquotas de
enzimas a serem utilizadas para obtencdo do nivel de atividade desejado (22000 u.a), as

quais encontram-se dispostas nas Tabelas 6 e 7.



Tabela 6: Aliquotas utilizadas na 12 etapa do
tratamento enzimatico.

TIPO DE ATIVIDADE

ENZIMA ENZIMATICA

Microbiana 0,6 mL
Animal 0,0016 g
Vegetal 29

Enzima microbiana: Flavorzyme®. Enzima animal: pepsina
suina e carboxipeptidase A de pancreas bovino. Enzima
vegetal: p6 de cacau.

Tabela 7: Aliquotas utilizadas na 22 etapa do
tratamento enzimatico.

TIPO DE ATIVIDADE

ENZIMA ENZIMATICA

Microbiana 1,2 mL solugéo 1:100
Animal 0,2 mL
Vegetal 0,0014 g

Enzima microbiana: Flavorzyme®. Enzima animal: pepsina
suina e carboxipeptidase A de pancreas bovino. Enzima
vegetal: p6 de cacau.

4.2 ANALISE SENSORIAL

4.2.1 Teste de Diferenca do Controle

Os resultados estatisticos para o primeiro teste — amostra padrdo composta por

po de cacau obtido de améndoas de boa qualidade — foram calculados pela Analise de

Variancia — ANOVA e estdo apresentados nas Tabelas 8, 9 e 10.
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Tabela 8: Notas obtidas no Teste de Diferenga do Controle para PB.
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AMOSTRA T1 AMOSTRA T2 AMOSTRA T3 AMOSTRA PB
JULG. | REP. | NOTA JULG. | REP. | NOTA | JULG. | REP. | NOTA | JULG. | REP. | NOTA
1 1 1 1 1 1 1 1

OO |N|N N[ |IR|IWIWIWINININF|-

OO N|N|N(o|oo(c|Ug|g(B|A|R(WW I WIN[ININFF
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9 9 9 9
10 10 10 10
10 10 10 10
10 10 10 10
11 11 11 11
11 11 11 11
11 11 11 11
12 12 12 12
12 12 12 12
12 12 12 12
13 13 13 13
13 13 13 13
13 13 13 13
14 14 14 14
14 14 14 14
14 14 14 14
15 15 15 15
15 15 15 15
15 15 15 15
16 16 16 16
16 16 16 16
16 16 16 16
17 17 17 17
17 17 17 17
17 17 17 17
18 18 18 18
18 18 18 18
18 18 18 18
19 19 19 19
19 19 19 19
19 19 19 19
20 20 20 20
20 20 20 20
20 3 5 20 3 20 2 20 3 1

PB: amostra padrdo composta por pé de améndoas de cacau de boa qualidade. T1: tratamento com enzima animal. T2: tratamento
com enzima vegetal. T3: tratamento com enzima microbiana.
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Tabela 9: Médias obtidas pela analise sensorial.
Teste de Diferenga do Controle com PB.
TIPO DE

ENZIMA b ZIBAEAY
P 1,38°
T1 4,98
T2 6,65°
T3 4,73

P: amostra padrdo. T1: tratamento com enzima
animal. T2: tratamento com enzima vegetal. T3:
tratamento com enzima microbiana.

Letras  diferentes  representam  amostras
significativamente diferentes ao nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 10: Resultados estatisticos calculados pela ANOVA.
Teste de Diferenca do Controle com PB.

I\Z/XETEQI?&% Gl 59 Sk FEALE) (55/0) (15/0)
AMOSTRA 3 292,24 97,41 5868 2,83 4728
PROVADOR 19 56,68 298 1,80

ERRO 57 94,68 1,66

TOTAL 79 443,60

Pela observacdo da Tabela ANOVA ¢ possivel verificar que o valor de F
calculado para fonte de variacdo amostra (58,68), é cerca de 20 vezes maior que o valor
de F tabelado a 5% (2,83), e aproximadamente 14 vezes maior que o valor de F tabelado
a 1%. Sendo assim, conclui-se que ha diferenca significativa entre pelo menos duas
amostras tanto ao nivel de significancia de 5% como ao nivel de 1%. Aplicou-se, entdo
0 Teste de Dunnet (Tabela 11). Este teste fornece a minima diferenca significativa
(MDS) para que duas amostras possam ser consideradas significativamente diferentes.
Se a diferenca entre as amostras for maior ou igual a MDS, sdo consideradas
significativamente diferentes ao nivel de probabilidade testado. Por outro lado, observa-
se que o valor de F calculado para a fonte de variacdo provador (1,80) é menor que 0
valor de F tabelado tanto a 5% (2,83) quanto a 1% (4,28) de significancia. Esse é um
6timo resultado pois indica que ndo ha diferenca significativa entre os 20 julgamentos
realizados. Ou seja, propor¢des semelhantes da escala sensorial foram utilizadas para

expressar julgamentos semelhantes.
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Tabela 11: Teste de Dunnett. PB.
MDS T1-P T2-P T3-P | T2-T1 | T3-T1 | T2-T3
0,91 3,60 5,27 3,35 1,67 0,25 1,92

P: amostra padrdo. T1: tratamento com enzima animal. T2: tratamento com enzima vegetal. T3: tratamento
com enzima microbiana.

Pela Tabela 11 observa-se que todas as amostras diferem significativamente do
padrdo a um nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). Isso porque os valores das
diferencas entre as médias das amostras T1, T2 e T3 e o padrédo (P) — 3,60; 5,27; 3,35 —
sdo0 maiores que o valor de MDS (0,91). Baseado nisso conclui-se que nenhum dos
tratamentos testados foi capaz de atingir a qualidade desejada em relacdo ao flavour de
chocolate, embora de modo geral tenha sido possivel obter uma melhora de cerca de
50% no flavour de chocolate das améndoas de baixa qualidade (Tabelas 9 e 11). Da
mesma forma, verificou-se que as amostras T1 e T2, bem como as amostras T2 e T3
diferiram significativamente entre si ao nivel de erro de 5% de probabilidade ja que os
valores das diferencas entre as médias de T1 e T2 (1,67) e T2 e T3 (1,92) sdo maiores
que o valor de MDS (0,91). Isso significa que, o flavour de chocolate obtido através do
uso de enzima vegetal (T2) é estatisticamente diferente daqueles obtidos com enzima
animal (T1) e microbiana (T3). Entretanto, ndo ha diferenca estatistica entre os flavours
de chocolate obtidos nestes ultimos tratamentos. Este resultado & extremamente
favoravel ja que assim é possivel adotar o uso da enzima microbiana. 1sso porque esta
possui custo menos elevado que a animal além de fornecimento em quantidades
apreciaveis o que a torna muito mais viavel para aplicacdo industrial.

Pela Tabela 9 pode-se observar ainda que, considerando que na escala sensorial
utilizada a nota O equivale a “nenhuma diferenga” e a nota 9 equivale a “extremamente
diferente”, o tratamento com enzima microbiana (T3 — média: 4,73) foi o que mais se
aproximou do padrdo (P — média: 1,38) sendo, portanto, 0 mais proximo da qualidade
desejada em termos de flavour de chocolate. Por outro lado, embora fosse esperado que
o0 tratamento com enzima vegetal (T2) proporcionasse 0 melhor resultado para flavour
de chocolate, este foi 0 que menos se aproximou do padrdo (T2 — média: 6,65). Esse
fato pode ser um indicativo de que, assim como é defendido por Aquarone et. al.(2001),
a fermentacdo da polpa resulta em desenvolvimento de microorganismos que fornecem

enzimas necessarias para a obtencdo final do sabor de chocolate.
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Os resultados estatisticos para o segundo teste — amostra padrdo composta por pé

de cacau obtido de améndoas de baixa qualidade — foram calculados pela Analise de

Variancia — ANOVA e estdo apresentados nas Tabelas 12, 13 e 14.

Tabela 12: Notas obtidas no Teste de Diferenca do Controle para PR.

AMOSTRAT1 AMOSTRA T2 AMOSTRA T3 AMOSTRA PR
JULG. REP. NOTA JULG. REP. NOTA JULG. REP. NOTA JULG. REP. NOTA
1 1 1 1 1 1 1 1
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11 11 11 11
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14 14 14 14
14 14 14 14
14 14 14 14
15 15 15 15
15 15 15 15
15 15 15 15
16 16 16 16
16 16 16 16
16 16 16 16
17 17 17 17
17 17 17 17
17 17 17 17
18 18 18 18
18 18 18 18
18 18 18 18
19 19 19 19
19 19 19 19
19 19 19 19
20 20 20 20
20 20 20 20
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PR: amostra padrdo composta por pé de améndoas de cacau de baixa qualidade. T1: tratamento com enzima animal. T2:
tratamento com enzima vegetal. T3: tratamento com enzima microbiana.
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Tabela 13: Médias obtidas pela andlise sensorial.
Teste de Diferenga do Controle com PR.
TIPO DE

ENZIMA b ZIBAEAY
P 1,23°
T1 4,28
T2 6,90
T3 4,90

P: amostra padrdo. T1: tratamento com enzima
animal. T2: tratamento com enzima vegetal. T3:
tratamento com enzima microbiana.

Letras  diferentes  representam  amostras
significativamente diferentes ao nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 14: Resultados estatisticos calculados pela ANOVA.
Teste de Diferenga do Controle com PR.

\';SSEGEA)E) GL sQ oM F (CALC) (55/0) (15/0)
AMOSTRA 3 330,49 110,16 98,36 283 4,28
PROVADOR 19 59,25 3,12 2.78

ERRO 57 63.88 112

TOTAL 79 453,62

Pela observacao da Tabela ANOVA pode-se verificar que o valor de F calculado
para a fonte de variacdo amostra (98,36), € quase 35 vezes maior que o valor de F
tabelado (2,83), ao nivel de significancia de 5% e 23 vezes maior que F tabelado a 1%.
Sendo assim, conclui-se que ha diferenca significativa entre os flavours de chocolate
obtidos em pelo menos duas amostras. Aplicou-se, entdo o Teste de Dunnet no intuito
de saber quais amostras diferem entre si (Tabela 15). Diferentemente, verifica-se que o
valor de F calculado para a fonte de variacdo provador (2,78) é menor que o valor de F
tabelado tanto a 5% (2,83) quanto a 1% (4,28) de significancia. Isso é excelente uma
vez que indica que ndo ha diferenca significativa entre os 20 julgadores. Ou seja,
proporcoes semelhantes da escala sensorial foram utilizadas para expressar julgamentos

semelhantes.

Tabela 15: Teste de Dunnett. Padrao ruim.
MDS T1-P T2-P T3-P T2-T1 | T3-T1 | T2-T3
0,75 3,05 5,67 3,67 2,62 0,62 2,00

P: amostra padrdo. T1: tratamento com enzima animal. T2: tratamento com enzima vegetal. T3: tratamento
com enzima microbiana.
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Pelos dados acima observa-se que todas as amostras diferem significativamente
do padrdo a um nivel de 5% de significancia, uma vez que as diferencas entre as médias
(3,05; 5,67; 3,67) foram maiores que o valor de MDS (0,75). Isso indica que, embora
nenhum dos tratamentos tenha se igualado a PB (flavour de chocolate desejavel),
também ndo foram considerados iguais a PR (pouco flavour de chocolate). Pela
observacao das Tabelas 9 e 13, conclui-se que, de modo geral, as médias obtidas pelas
amostras nos dois testes de diferenca do controle permaneceram em torno da nota 5 da
escala sensorial. Isso € um indicativo de que os tratamentos enzimaticos ndo foram tdo
bons ao ponto de se igualarem ao padrdo bom nem tdo ruins ao ponto de serem
considerados iguais ao padrdo ruim para flavour de chocolate. Confirmando os
resultados obtidos pelo teste anterior, 0s tratamentos enzimaticos realizados
proporcionaram uma melhora de aproximadamente 50% no flavour de chocolate das
améndoas de cacau de baixa qualidade.

Foi verificado ainda que a amostra T2 diferiu significativamente das amostras

T1 e T3. Ou seja, o flavour de chocolate obtido pelo uso de enzima vegetal (T2)
apresentou diferenca significativa em relacdo ao flavour obtido tanto pelo uso de enzima
animal (T1) como pelo uso de enzima microbiana (T3). Por outro lado, ndo houve
diferenca estatistica entre as amostras T1 e T3, ou seja, os flavours de chocolate obtidos
através do uso de enzimas animal (T1) e microbiana (T3) foram iguais ao nivel de
probabilidade testado (5%).
Pela alta media obtida pela amostra T2 (enzima vegetal) pode-se considerar este
tratamento como sendo o de pior resultado, ja que foi 0 que menos se aproximou do
padrdo ideal para flavour de chocolate. Da mesma forma que no teste anterior, iSO
pode ser um indicativo de que, assim como é defendido por Aquarone et. al.(2001), a
fermentacdo da polpa resulta em desenvolvimento de microorganismos que fornecem
enzimas necessarias para a obtencéo final do sabor de chocolate.

E importante destacar que de posse de todos os resultados foi realizada uma
andlise estatistica para verificar a capacidade de discriminacdo das amostras, bem como
a reprodutibilidade dos 20 julgadores. Desse modo foi possivel obter indicativos da
confiabilidade dos resultados acima apresentados. Os dados estatisticos obtidos estdo
apresentados no ANEXO 1 e mostram que, de modo geral, os julgadores apresentaram
boa capacidade de discriminacdo das amostras e boa repetibilidade indicando que os

resultados acima apresentados sdo confiaveis. Ou seja, nas trés replicatas os julgadores
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discriminaram as amostras, sendo que a variacdo de seus julgamentos nas trés analises
conduzidas encontram-se dentro de uma probabilidade de erro aceitavel, tendo portanto
boa reprodutibilidade de resultados.

Vale destacar que a respeito de tratamento enzimatico de améndoas de cacau de
baixa qualidade constam na literatura especializada muito poucos trabalhos. Estes se
dedicaram apenas a aplicacdo de polifenol-oxidases exdgenas com o objetivo de reduzir
0 teor de polifendis totais, de taninos e de antocianinas que interferem
significativamente no amargor, adstringéncia e na cor das améndoas (Lima et al., 2001,
Brito et al. 2002). Como através dos resultados aqui apresentados observou-se uma
melhora do flavour das améndoas de cacau de baixa qualidade apds o tratamento
enzimatico pode-se dizer que este trabalho estd em conformidade com Lima et al., 2001
e Brito et al., 2002 que consideraram a aplicacdo de enzimas exdgenas benéfica para a
qualidade do cacau em teste.

Voigt et al. (1994a) estudaram o tratamento de globulinas extraidas de sementes
de cacau ndo fermentadas com proteases extraidas das préoprias sementes e com
carboxipeptidase A de suinos. A proteina hidrolisada, quando adicionada de acUcares
redutores e de manteiga de cacau desodorizada e aquecida a 120°C, por 10 minutos,
produziu aroma identificado como caracteristico de chocolate pela maioria dos
julgadores, o que também estd em conformidade com os nossos resultados, ja que,
através do tratamento enzimatico realizado, foi possivel melhorar o flavour das

améndoas de cacau de baixa qualidade tornando-o mais caracteristico de chocolate.

4.2.2 Teste de Ordenacao-Preferéncia

Os resultados do teste de ordenacdo-preferéncia foram calculados e estdo
expressos nas Tabelas 16, 17 e 18. A Tabela de Newell e MacFarlane foi consultada, ao
nivel de significancia de 5%, para obtencdo do valor critico. Este valor deve ser
comparado com os mddulos das diferencas entre as somas das ordens obtidas nos testes.
Se essa diferenca for maior ou igual ao valor critico encontrado conclui-se que ha

preferéncia entre as amostras ao nivel de significancia testado.



Tabela 16: Teste de Ordenacédo-Preferéncia.
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JULG. T1 T2 T3 PB JULG. T1 T2 T3 PB
1 2 4 3 1 41 3 4 1 2
2 3 4 2 1 42 1 2 3 4
3 3 4 2 1 43 3 2 4 1
4 2 3 4 1 44 2 1 3 4
5 2 4 3 1 45 2 3 4 1
6 2 4 3 1 46 2 1 4 3
7 2 4 1 3 47 4 3 2 1
8 4 1 2 3 48 4 1 3 2
9 4 3 1 2 49 4 3 2 1

10 4 1 2 3 50 4 3 2 1
11 2 4 3 1 51 4 3 3 1
12 2 4 3 1 52 4 3 2 1
13 1 4 2 3 53 3 2 1 4
14 2 4 3 1 54 3 4 2 1
15 2 4 3 1 55 3 4 2 1
16 1 3 2 4 56 3 4 2 1
17 4 3 1 2 57 3 4 2 1
18 4 3 1 2 58 3 4 1 2
19 4 3 2 1 59 3 1 2 4
20 3 4 2 1 60 3 1 2 4
21 3 4 1 2 61 3 4 2 1
22 1 4 3 2 62 3 4 2 1
23 3 4 2 1 63 3 4 2 1
24 5] 4 2 1 64 3 1 2 4
25 2 3 1 4 65 2 4 3 1
26 2 4 3 1 66 2 1 3 4
27 1 2 3 4 67 2 4 3 1
28 2 4 1 3 68 3 4 2 1
29 2 4 1 3 69 4 3 2 1
30 2 4 3 1 70 3 4 2 1
31 2 4 3 1 71 2 4 1 3
32 B 4 2 1 72 4 3 2 1
33 2 3 4 1 73 2 1 3 4
34 B 4 1 2 74 4 3 1 2
35 2 4 3 1 75 3 4 2 1
36 2 4 3 1 76 4 3 1 2
37 2 4 3 1 77 1 2 4 3
38 2 4 3 1 78 1 2 4 3
39 1 4 3 2 79 2 3 4 1
40 2 4 3 1 80 2 1 4 3

PB: amostra padrdo composta por pé de améndoas de cacau de boa qualidade. T1

animal. T2: tratamento com enzima vegetal. T3: tratamento com enzima microbiana.

Tabela 17: Somatério das ordens obtidas

pelo Teste de ordenacgdo-preferéncia

TRATAMENTO 5 DAS ORDENS
P 147
T1 209
T2 256
T3 189

P: amostra padrdo. T1: tratamento com enzima
animal. T2: tratamento com enzima vegetal. T3:
tratamento com enzima microbiana.

Tabela 18: Teste de ordenagdo-preferéncia.

: tratamento com enzima

C\ﬁ‘t'fég YT1-YP | ST2-YP | YT3-YP | YT2-YT3 | ¥T1-YT3 | YT2-YTl
42 62 109 42 67 20 47

P: amostra padrdo. T1: tratamento com enzima animal. T2: tratamento com enzima vegetal. T3: tratamento com enzima

microbiana.
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Na Tabela 18 observa-se que os mddulos das diferencas entre as somas das
ordens das amostras T1 /T2 / T3 e 0 padréo (62, 109 e 42) foram maiores ou iguais ao
valor critico (42), indicando que ha diferenca significativa, em relacdo a preferéncia
quanto ao flavour de chocolate a um nivel de 5% de significancia. Isso significa que a
amostra padrdo foi preferida em relacdo as amostras T1 (enzima animal), T2 (enzima
vegetal) e T3 (enzima microbiana) no que diz respeito a flavour de chocolate.
Entretanto, é importante destacar que entre todos os tratamentos, aquele no qual foi
utilizado enzima microbiana (T3) foi 0 que mais se aproximou do padrdo ja que o
somatdrio das ordens obtido para esta amostra (42) é igual ao valor critico (42). Ou seja,
por muito pouco a amostra T3 ndo foi considerada igual ao padrdo no teste de
ordenacdo preferéncia. Vale destacar que cerca de 18% dos julgadores indicaram a
amostra T3 (enzima microbiana) como sendo a preferida em relagcdo ao flavour de
chocolate (Grafico 1).

Considerando que na escala sensorial utilizada a posicdo 1 equivale a “mais
preferida” e a posicao 4 equivale a “menos preferida”, entende-se que a amostra que
obtém menor somatorio das ordens ¢ a mais preferida pelos julgadores. Dessa forma,
conclui-se que o padrdo foi a amostra mais preferida seguida pelos tratamentos com
enzima microbiana (T3), enzima animal (T1) e enzima vegetal (T2), respectivamente
(Gréfico 1). Novamente o tratamento com enzima vegetal (T2) aparece como sendo o
de pior resultado, ou seja, foi 0 que mais se distanciou do flavour de chocolate desejado.
Isso ndo era esperado e este pode ser um indicativo de que a microbiota fermentativa é
necessaria para o desenvolvimento do sabor final de chocolate, conforme hipotese
defendida por Aquarone et. al. (2001).

N&o houve diferenca estatistica, em relacdo a preferéncia, entre as amostras T1
(enzima animal) e T3 (enzima microbiana). Como ja foi dito anteriormente, esse
resultado € muito favoravel ja que pode-se optar pela utilizacdo da enzima microbiana

cujo custo e disponibilidade sdo melhores em relacdo a enzima animal.
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Gréfico 1: Teste de Ordenacdo-Preferéncia.
NUmero de julgadores conforme a preferéncia.
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PB: amostra padrdo composta por p6 de améndoas de cacau de boa
qualidade.. T1: tratamento com enzima animal. T2: tratamento com
enzima vegetal. T3: tratamento com enzima microbiana.

4.3 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE HIDROLISE

Os resultados estatisticos para a avaliacdo da eficiéncia de hidrélise foram
calculados pela ANOVA e estdo apresentados nas Tabelas 19, 20 e 21. Foi elaborada

uma curva padrdo de albumina (ANEXO 3).

Tabela 19: ConcentracGes de peptideos obtidas pelo método de Lowry.

~ CONC. DE
TRATAMENTO  REPETICAO  Leorisend (momi)
T1 1 1,981
T1 2 2,074
T1 3 1,851
T1 4 1,906
T2 1 1,813
T2 2 2,074
T2 3 1,869
T2 4 1,990
T3 1 1,720
T3 2 1,711
T3 3 2,092
T3 4 1,897
BF 1 1,841
BF 2 1,878
BF 3 1,860
BF 4 1,823
MF 1 1,800
MF 2 1,812
MF 3 1,845
MF 4 1,830

BF: améndoas de cacau de boa qualidade. MF: améndoas de cacau de baixa
qualidade. T1: tratamento com enzima animal. T2: tratamento com enzima vegetal.
T3: tratamento com enzima microbiana.



53

Tabela 20: Médias obtidas para avaliagéo
da eficiéncia de hidrolise.

TRATAMENTO 151 b ppeTiDEOS
BF 1,851°
MF 1822°
T1 1,953
T2 1937
T3 1,855°

BF: améndoas de cacau de boa qualidade. MF: améndoas de
cacau de baixa qualidade. T1: tratamento com enzima
animal. T2: tratamento com enzima vegetal. T3: tratamento
com enzima microbiana.

Letras iguais representam amostras estatisticamente iguais ao
nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 21: Resultados estatisticos calculados pela ANOVA para Avaliacédo da eficiéncia de hidrolise.

FONTE DE
VARIACAO  ©L SQ QM F(CALC) F (5%)
TRATAMENTO 4 0,053 0,013 1,18 3,06
ERRO 15 0,169 0,011

TOTAL 19 0,222

Pela observacdo da Tabela ANOVA verifica-se que o valor de F calculado
(1,18), € menor que o valor de F tabelado (3,06), ao nivel de 5% de probabilidade. Isso
indica que ndo ha diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, em relacdo a
hidrolise. Por outro lado, verificou-se anteriormente que ha diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos, em relacdo ao flavour de chocolate. Isso indica que,
provavelmente, apesar de haver atividade proteolitica quantitativamente igual em todos
os tratamentos (Grafico 2), o padrdo de atividade das enzimas testadas é diferente. Ou
seja, as enzimas utilizadas hidrolisam as proteinas presentes em igual proporcdo, mas
em posicOes diferentes gerando, conseqlientemente, peptideos diferentes. Somente
alguns desses peptideos sdo 0s precursores desejados e, apés a torrefacdo, levam a
formacdo do flavour de chocolate. Vale destacar que era esperado que a atividade
proteolitica fosse quantitativamente igual em todas as amostras uma vez que em cada
tratamento foi adicionada a mesma quantidade de enzimas em unidades de atividade.
Por outro lado era esperado que fossem obtidos melhores resultados no tratamento com
enzima vegetal uma vez que estas sdo as enzimas que agem no processo natural. Esse

fato pode ser um indicativo de que a microbiota fermentativa € essencial para a
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formacdo do sabor final de chocolate, o que esta4 de acordo com a hipétese defendida
por Aquarone et. al. (2001).

—E' Graéfico 2: Resultados da avaliacdo da eficiéncia de
> hidrélise pelo método de Lowry.
€
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BF: améndoas de cacau de boa qualidade. MF: améndoas de cacau de baixa
qualidade. T1: tratamento com enzima animal. T2: tratamento com enzima
vegetal. T3: tratamento com enzima microbiana.

Letras iguais representam amostras estatisticamente iguais ao nivel de 5% de
probabilidade.

Verificou-se que também ndo houve diferenca estatistica entre a concentracdo de
peptideos e aminodacidos livres presentes nas améndoas de cacau de baixa qualidade
(MF) e naquelas de boa qualidade (BF). Isso significa que, em termos quantitativos elas
sdo consideradas estatisticamente iguais ao nivel de 5% de significancia.
Provavelmente, hd formacdo de outros peptideos que ndo sdo precursores de sabor de

chocolate. Ou seja, ha uma diferenca qualitativa e ndo quantitativa.
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5 CONCLUSAO

Pelo Teste de Diferenca do Controle, ao nivel de significancia de 5 %, todos os
tratamentos enzimaticos foram significativamente diferentes tanto das améndoas de
cacau de boa qualidade como daquelas de baixa qualidade, em relacdo ao flavour de
chocolate.

O tratamento com enzima vegetal (T2) foi o de pior resultado. No Teste de
Diferenca do Controle apresentou-se mais distante das améndoas de cacau de boa
qualidade ja que obteve a maior média (Tabela 7), em relacdo ao flavour de chocolate.
Além disso, no Teste de Preferéncia, este tratamento foi o menos preferido entre os
julgadores (Grafico 1).

Os tratamentos com enzima animal (T1) e enzima microbiana (T3) apresentaram
melhores resultados ndo havendo diferenca estatistica entre eles. No Teste de Diferenca
do Controle obtiveram menores médias e, portanto, mais semelhanca com améndoas de
cacau de boa qualidade, em relacdo ao flavour de chocolate. No Teste de Preferéncia
ndo houve diferenca estatistica nem entre os dois tratamentos nem entre T3 e o padréo.
Este € um resultado favoravel, pois dessa forma pode-se adotar 0 uso da enzima
microbiana j& que esta possui custo menos elevado além de fornecimento em
quantidades aprecidveis e, conseqlientemente, torna-se mais vidvel para aplicacdo
industrial. Além disso, o fato de ter havido diferenca em relacdo ao padrdo ruim
significa que o objetivo proposto esta sendo alcancado.

Embora, de forma geral, haja diferenca estatistica significativa entre o0s
tratamentos em relacdo ao flavour de chocolate, ndo ha& diferenca, em termos
quantitativos, em relacéo a atividade proteolitica das enzimas testadas. Isso pode ser um
indicativo de que as mesmas possuem diferentes padrbes de atividade, gerando
peptideos diferentes, que s6 em alguns casos levam a formacao do flavour de chocolate.

E possivel, portanto, através do uso de uma endoprotease aspartica seguido pela
aplicacdo de uma carboxipeptidase (exopeptidase), gerar, nas améndoas de cacau de
baixa gqualidade, a mistura de compostos que ira liberar, apds a torrefacdo, o flavour
caracteristico de chocolate. E necessaria, entretanto, a otimizacdo das condicdes do
tratamento enzimatico, no intuito de obter melhores resultados e assim estabelecer uma
metodologia a ser levada para a industria de manufatura do cacau e do chocolate. 1sso
possibilitard a obtencdo de chocolate de melhor qualidade, mesmo a partir de améndoas

mal processadas no campo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Os tratamentos que mais se aproximaram, em relacéo ao flavour, do pé de cacau
obtido das améndoas de boa qualidade passardo por processo de otimizacdo e novos
testes sensoriais serdo conduzidos. Estas etapas serdo repetidas até a obtengdo de pelo
menos uma amostra que se aproxime satisfatoriamente do padrdo para flavour de
chocolate.

Seria interessante a conducdo de novos estudos dentre os quais podemos
destacar:

- classificagdo das amostras por meio de prova de corte no intuito de promover melhor
padronizacdo de amostras boas e ruins;

- analises quimicas incluindo analise dos peptideos e aminoacidos formados;

- elaboragdo de chocolate a partir das améndoas tratadas no intuito de realizar a analise

sensorial completa.
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ANEXO 1 - Avaliacdo da Capacidade de discriminacédo e repetibilidade dos julgadores

Tabela com os p valores - padrdo bom

Atributo J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 Ji1 Ji12 J13 Ji14 Ji5 J16 Jiv Ji8 J19 J20
0.0214 | 0.0645 | 0.1297 | 0.4127 | 0.0001 | 0.0002 | 0.1842 | 0.0885 | 0.5600 | 0.3800 | 0.0103 | 0.0035 | 0.0036 | 0.0033 | 0.0008 | 0.8022 | 0.0278 | 0.0002 | 0.0014 | 0.0074

NOTA | (0.2039) | (0.8921) | (0.3072) | (0.8584) | (0.7290) | (0.0027) | (0.7676) | (0.8179) | (0.4623) | (0.1717) | (0.0980) | (0.1947) | (0.0571) | (0.3790) | (0.0197) | (0.5060) | (0.5995) | (0.0007) | (0.5502) | (0.1847)

D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0
T 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0

J = julgadores
D = ntimero de vezes em que o julgador ndo discriminou as amostras no nivel de significancia desejado (p<0,50).

R = nimero de vezes em que 0 julgador ndo apresentou repetibilidade no nivel de significancia desejado (p>0,05).
T=D+R.

Pela tabela acima se observa que para o padrdo bom os julgadores J9 e ndo foram capazes de discriminar as amostras em uma das analises realizadas (0 5600 e 0 8022 > 0,50).
Ja os julgadores J6, J15 e J18 ndo apresentaram repetibilidade ao nivel de significancia desejado (0 0027; 0 0197 e 0 0007 < 0,05). Considerando-se, entretanto, o nimero total de
julgadores conclui-se que a equipe apresentou bom desempenho ao nivel de significancia testado.

Tabela com os p valores - padrdo ruim

Atributo J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 J11 J12 J13 J14 J15 J16 J17 J18 J19 J20
0.0164 | 0.0487 | 0.0261 | 0.1127 | 0.0077 | 0.0143 | 0.0008 | 0.0584 | 0.0106 | 0.0031 | 0.0173 | 0.0069 | 0.0030 | 0.0073 | 0.0021 | 0.0058 | 0.0107 | 0.0161 | 0.0008 | 0.2884

NOTA | (0.7968) | (0.8830) | (0.0686) | (0.8067) | (0.9774) | (0.1072) | (0.0143) | (0.8424) | (0.0593) | (0.1021) | (0.8611) | (0.6232) | (0.1021) | (0.0070) | (0.0201) | (0.2884) | (0.8801) | (0.0236) | (0.3302) | (0.8091)

D 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0
T 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0

J = julgadores
D = nlimero de vezes em que o julgador ndo discriminou as amostras no nivel de significancia desejado (p<0,50).

R = ndmero de vezes em que o julgador ndo apresentou repetibilidade no nivel de significancia desejado (p>0,05).
T=D+R.

Pela tabela acima se observa que para o padrdo ruim todos os julgadores foram capazes de discriminar as amostras, ao nivel de significancia testado, em todas as analises
realizadas. J& os julgadores  J7, J 14, J15 e J18 ndo apresentaram repetibilidade ao nivel de significancia desejado (0 0143; 0 0070; 0 0201 e 0 0236 < 0,05). Considerando-se,
entretanto, o nimero total de julgadores conclui-se que a equipe apresentou bom desempenho ao nivel de significancia testado.
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ANEXO 2 — Soluc6es utilizadas

1) Tampdo citrato-fosfato pH=3,5:
A: solucgdo de &cido citrico 0,1 M (19,21 g em 1000 mL)

B: solucéo de fosfato de sédio dibasico 0,2 M (71,7 g em 1000 mL)

Tampéo: 35,9 mL da solugdo A + 14,1 mL da solucédo B

2) Solucéo de albumina 1%:

1g de albumina bovina em 100 ml de tampdo citrato-fosfato pH=3,5

3) Solucéo de pepsina:

10 mg de pepsina em 10 mL de agua

4) Tampao citrato-fosfato pH=6,8:

A: solucdo de &cido citrico 0,1 M (19,21 g em 1000 ml)

B: solucéo de Fosfato de Sodio Dibasico 0,2 M (71,7 g em 1000 ml)
Tampéo: 9,1 ml de A + 40,9 ml de B para 100 ml de agua

5) Solucéo de pestatina:

1mg de pestatina em 1 ml de tampéo citrato-fosfato pH=6,8

6) Substrato Z — Phe — leu:
51,56 g do substrato em 1 Ml de tampéo citrato-fosfato pH=6,8

7) Enzima microbiana:

1 ml de enzima microbiana + 0,98 ml de tampao citrato-fosfato pH=6,8 + 0,02 ml
pepstatina
Banho dggelo /1h

8) Enzima vegetal:

1 mg de enzima sélida + 0,98 ml de tampéo citrato-fosfato pH=6,8 + 0,02 ml pepstatina
Banho dggelo /1h



ANEXO 3 — Curva Padrdo de Albumina
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