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RESUMO

Um problema recorrente na industria de chocolaéaixa qualidade das améndoas de
cacau, o que influencia o aroma do chocolate. Unmad de contribuir para solucionar
este problema é a aplicacdo de enzimas exdgenasraaim sobre a arddsia. Esse
trabalho propbs a deteccdo e sequencimento, pactesmetria de massas, dos
peptideos presentes em arddsia submetidas ao érgtangsom enzima microbiana
proposto por Oliveira et al. (2011). Associado nélises de peptideos, foi feito um
estudo da concentracdo de fendlicos e atividadexatante, uma vez que a reducao de
fendlicos nas etapas de processamento do cacanhécida por causar reducdo da
adstringéncia e amargor, contribuindo para a fodoale compostos importantes para o
aroma de chocolate. Os resultados indicam que embopadrdao qualitativo dos
aminodcidos hidrofébicos presentes na mistura gddens responsaveis pelo aroma de
chocolate seja mais importante que o padrdo qatwtit a presenca dos aminoacidos
leucina, alanina, fenilalanina e tirosina em prgpes adequadas é essencial para a
obtencéo do aroma desejado. O tratamento propastme reducdo na concentracao de
fendlicos, o que é desejavel para o aroma de chieca na atividade antioxidante. De
modo geral, o perfil de peptideos, o teor de feonSlie a atividade antioxidante de
arddsia tratada foi muito mais semelhante ao d@&ndoas de boa qualidade sugerindo
a eficiéncia do tratamento proposto. Pesquisas eéeado e tendéncias indicaram
condi¢cdes interessantes a difusdo do tratamentpogi@ nas industrias de
processamento.

Palavras-chave: Cacau. Aroma. Chocolate. Proteases. Espectromd&rianassas.
Compostos fenolicos.



ABSTRACT

A recurring problem in the chocolate industry is tw quality of cocoa beans, which
influences the chocolate aroma. One possibilityaatribute to solve this problem is the
application of commercial exogenous enzymes ore sSlgtis work proposed detection
and sequencing, by mass spectrometry, of the mepidesent in slates subjected to
treatment with microbial enzyme proposed by Olizest al. (2011). Associated to the
analysis of peptides was studied the concentrabbnphenolic compounds and
antioxidant activity since the reduction of pheoslin cocoa processing steps is known
to cause reduction of astringency and bitternegsriboiting to the formation of
important compounds for the chocolate aroma. Tlsealt® indicate that although the
qualitative standard of the hydrophobic amino agidssent in the peptides responsible
for the mixture of chocolate aroma is more impdrthan the quantitative standard, the
presence of the amino acids leucine, alanine, galmne, and tyrosine in appropriate
amounts is essential for obtaining desismo®ma. The proposed treatment caused a
reduction in the phenolics concentration, whicklésirable for a chocolate aroma, and
in antioxidant activity. In general, the profile gaele, the phenolic content and
antioxidant activity of treated slate resembled engood quality almonds suggesting
the effectiveness of the proposed treatment. Relsehe market and trends indicated
favorable conditions for diffusion of the propodegatment in the process industries.

Keywords: Cocoa. Aroma. Chocolate. Proteases. Mass spectpom@henolic
compounds.
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1 INTRODUCAO

Cacau é o nome dado ao fruto do cacaudihe@broma cacgo Trata-se de um
produto de grande importancia econdmica, o quastitana principal matéria-prima
para a producdo do chocolate. O cacau é origirdato Américas e seu cultivo, na
América Central e no México, € anterior as viagees Cristovdo Colombo. Os
descobridores o0 encontraram, pela primeira vezMB&ico entre os Astecas que 0
consumiam e comercializavam, usando suas sememtes abjeto de troca. Estudos
recentes apontam os povos Olmec e Maia, antecesdoseAstecas, como 0S mais
antigos usuarios (LIMA, 2010). Em 1520 a Espankselbeu os primeiros
carregamentos de cacau, que a partir de entasdrespalhar por toda a Europa. Os
espanhdis foram ainda responsaveis pela disseminacéacau na Africa, onde viria a
se tornar uma importante fonte de divisas pararsidgepaises (KOBLITZ, 2011). Hoje,
o cultivo do cacaueiro se espalha ao redor do glabdongo do equador (ROHAN,
1964).

A producao mundial de cacau tem se comportadajevieegra, sempre ascendente.
Entre 1993/94 e 2003/04 a producéo mundial saRi486 mil toneladas para 3.452 mil
toneladas, perfazendo um crescimento de 38,86%almA&nte concentra-se nos paises
em desenvolvimento sendo que aproximadamente 7168teda mundial de cacau vém
da Africa Ocidental, principalmente da Costa do fitgrGana e Nigéria. O Brasil é o
sexto maior produtor mundial, com 4,64% (200 mitdladas), atras da Costa do
Marfim, Gana, Indonésia, Nigéria e Camarbes (INTBRNODNAL COCOA
ORGANIZATION, 2013). Em 1993/94 a producdo brasdeestava em 300 mil
toneladas e a sua participagdo na producdao muesiiala em 12,07%, a producéo
chegou ao minimo em 1999/2000 com 123,5 mil toralathegando a participar com
4,01%, mas a recuperacdo mesmo comecou a parg0@®0l e se consolidou em
2003/04 quando obteve 163,8 mil toneladas aumentandpouco sua participacédo na
producdo mundial (CEPLAC, 2008a). Segundo dadoslmdtituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), na safra de 20B2asil participou com um volume de
256,6 mil toneladas. A Bahia destacou-se como npaamutor com 159,4 mil toneladas
(62,1%); o Para fechou a safra com uma producaé7de mil toneladas (26,2%);
Rondénia com 16,4 mil toneladas (6,4%) e Espirant®& com 8,3 mil toneladas (3,2%)
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA,®L3).
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O valor comercial do cacau se apdia nas caratite§ de derretimento
apresentadas por sua gordura, cuja faixa de tetoperde fusdo, muito estreita e
proxima da temperatura do corpo humano, que prap@ca gquem a prova uma
sensacao bucal Unica. Mas também no sabor, muiéciago, que é desenvolvido nas
sementes devidamente processaddlsvor de chocolate. As sementes naturais — fruto
com embrido vivo que ainda pode ser germinado raiekets do fruto maduro do cacau,
nao possuem qualquer sabor de chocolate. Na vereiadesdo extremamente amargas
e adstringentes. Para que o desejado aroma sevdesgras sementes devem passar
por processos de fermentacdo e de secagem, que Eeviarmacdo dos compostos
precursores de aroma. Estes, quando as améndnoas gude sofreu as transformacdes
ocasionadas pela fermentacdo perdendo a capaadi#gaderminacdo — sdo torradas,
sofrem uma série de degradacgdes térmicas que l@¥armacdo do aroma (BECKETT,
1994).

Um problema recorrente na industria de chocolate léaixa qualidade das
améndoas de cacau. A Tabela 01 apresenta os pis1dgfeitos em améndoas de cacau

conforme Instrugéo Normativa n°® 38/2008.

Tabela 1: Regulamento Técnico da Améndoa de Cacau: InstiNo@mativa n® 38/2008.

Defeitos
Enquadramento Mofadas Fumaca Danl_flcadas Ardésia Germinadas Achatadas
do Produto por insetos
Tioo 1 De zero até De zero até De zero até De zero até  De zero até  De zero até
P 4,0% 1,0% 4,0% 5,0% 5,0% 5,0%
. _ Acima de _ Acima de _ .
Tipo 2 Acima de 1.0% até 4.0% Acima de 5,0% até Acima de Acima de
4,0% até 6,0% " 4,0% até 6,0% 10,0% 5,0% até 6,0% 5,0% até 6,0%
Tipo 3 %C(')r&a;g Acima de Acima de fg'ggz gteé Acima de Acima de
Y 0, A 0, 0, A 0, Y 0, A 0, 0, A 0,
12.0% 4.0% até 6,0% 6,0% até 8,0% 15,0% 6,0% até 7,0% 6,0% até 7,0%
Fora do tino fg'&? gteé Acima de Acima de Acima de Acima de Acima de
P 7 6,0% 8,0% 15,0% 7,0% 7,0%

25,0%

De acordo com o Regulamento Técnico da Améndoa almalC (Instrucao
Normativa n® 57 do MAPA), ardésia sdo as aménddasfermentadas, de coloracao

cinzento-escura ou roxa, com embrido branco ouimaefque podem se apresentar
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compactas. Também sdo caracterizadas como ardasiasnéndoas mal fermentadas
bem como aquelas provenientes de frutos verde&featas ou nao.

Uma vez que o processo de fermentacdo e secageno @ihda nas fazendas,
sem qualquer controle, uma porcentagem signifiaati#s sementes de cada batelada
ndo sofre as alteracdes necessarias (principalnreemezlucdo do pH e aumento da
temperatura) para que as reacdes enzimaticas cespem de forma satisfatoria. Como
consequéncia, uma porcado importante das améndoasrean torradas nao ira
desenvolver o aroma caracteristico, o que levardapde qualidade do chocolate
produzido. Infelizmente, embora este problema sejahecido ha bastante tempo,
verificou-se no Brasil muito pouca alteracdo naxessos de fermentacao utilizados, o
que leva a industria processadora de cacau a bsstades alternativas a serem
aplicadas ap0s o pré-processamento no campo.

Uma forma de contribuir para solucionar este problé a aplicacdo de enzimas
exdgenas comerciais, com padréo de atividade santellaquelas nativas do cacau,
sobre as améndoas de cacau de baixa qualidadecdpolicbes controladas, estas
enzimas devem hidrolisar as proteinas presenteam@sdoas, liberando os precursores
de aroma que ndo foram produzidos ao longo dog®ide fermentacdo. Oliveira et al.
(2011) testaram a aplicacdo de enzimas proteditieaorigem microbiana, animal e
vegetal (extraidas das sementes de cacau) solbsaardaméndoas mal fermentadas ou
provenientes de frutos verdes fermentadas ou néom-o objetivo de produzir os
precursores de aroma desejados para a producdwodelate de qualidade. Os testes
sensoriais realizados apontaram que € possivempmr do uso de enzima microbiana
contendo endoprotease aspartica e carboxipeptidaspeptidase), gerar, em améndoas
classificadas como arddsia, a mistura de compagtesra liberar, apés a torrefacéo, o
aroma caracteristico de chocolate. Uma vez conflamas conclusées obtidas pelos
testes sensoriais realizados nesse estudo sefagb@stabelecer uma metodologia a ser
levada para a industria de processamento do cadawlocolate de modo a possibilitar
a obtencdo de chocolate de melhor qualidade, mesnpartir de améndoas mal
processadas no campo. Desta forma seria possifelmizar a qualidade do cacau
produzido, garantindo a qualidade do chocolate alst@lo

O objetivo deste trabalho foi detectar e sequengar espectrometria de
massas, peptideos que caracterizam o aroma delateockesejavel, em améndoas

classificadas como arddsia e submetidas ao tratamaem enzima microbiana proposto
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por Oliveira et al. (2011). Esse trabalho pretentieubém desenvolver estudo de
viabilidade visando um conhecimento mais amplo @&ocado de cacau e chocolate e
seus aspectos regulatorios, oportunidade de negéestratégias de comercializacao da
tecnologia bem como barreiras e riscos relativos mojeto com fins de

empreendimento.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 HISTORICO

O cacau Theobroma cacad..) é uma espécie da familislalvaceae nativa das
florestas tropicais da América Central e do Sul RGRO; MULLER e VALLE,
2012). Das 22 espécies conhecidas do géhkembroma,cacao € uma das poucas
utilizadas com fins econémicos (SODRE, 2007). Asémmoas de cacau S&o
consideradas estimulantes devido a presenca dixanétias, tais como teobromina e
cafeina, e flavondis. O chocolate, obtido das am@&mndrocessadas, tem alto valor
alimenticio e nutricional devido a sua alta con@g#o de carboidratos, lipideos,
proteinas e mais de 300 outros compostos quimidanagivos (DORAN e PARKIN,
1994). Os botanicos acreditam que o cacau € origidas cabeceiras do rio Amazonas,
tendo-se expandido em duas dire¢cbes principaisginando dois grupos
importantes: Criollo e Forastero. O Criollo, (geeespalhou em direcdo ao norte, para
o rio Orinoco, penetrando na Ameérica Central edduMéxico, produz frutos grandes,
com superficie enrugada. Suas sementes sao graode® interior branco ou violeta
palido. Este foi o tipo de cacau cultivado peloglids Astecas e Maias. O
Forastero espalhou-se bacia amazonica abaixo dregdal as Guianas. E considerado
o verdadeiro cacau brasileiro e se caracterizdrpts ovoides, como superficie lisa,
imperceptivelmente sulcada ou enrugada. O intelgosuas sementes € violeta escuro
ou, algumas vezes, quase preto (CEPLAC, 2008b)iciomalmente dois grupos
genéticos pricipais, Criollo e Forastero, sado daéfim com base em caracteres
morfologicos e origem geografica. Um terceiro grupanitario, foi reconhecido e
consiste do hibrido de Criollo e Forastero. No miotaé necesséria a classificacdo de
Theobroma cacad.. com base em dados genéticos para a criacastéogde seus
recursos genéticos. Motamayor et al (2008) propmsarma nova classificagcdo em 10
grandes grupos: Marafion, Curaray, Criollo, Iquitdanay, Contamana, Amelonado,
Purls, Nacional e Guiana. Esta nova classificagdtete com mais precisdo a
diversidade genética disponivel.

Quando os espanhdis chegaram ao México, em 15&%arnam pela primeira
vez a bebida a base das sementeb. d@acaoque era consumida fria e considerada um
alimento excepcional, apresentando inclusive pedjdes afrodisiacas. A partir de

1520 o produto comecou a ser enviado a Espanhmedi@a que o consumo aumentou
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na Europa, o cultivo generalizou-se em varias esgifa América Central, do Sul, no
Caribe, Asia e Africa (CUENCA e NAZARIO, 2004; KOBIZ, 2011; BADRIE et al.,
2015).

Nos seus primordios o0 cacau era usado como baebhcauatiera uma bebida
sem acucar, consumida a temperatura ambiente. f@stess adicionaram-lhe leite e
acucar e passaram a toma-la quente. Somente maisadande teve origem o chocolate,
apreciado alimento energético. A palawacauatl sofreu modificacdes até chegar a
chocolate, que atualmente se refere ao produtosindiizado, com aroma e sabor
tipicos. Os espanhois tiveram o monopdlio do cacao chocolate por muitos anos,
gracas ao segredo de sua fabricacdo. Nos meadsscdto XVII foi construida a
primeira fabrica na Franca, nas primeiras décadasétulo XIX foi fundada uma
fabrica de chocolate na Suica e, em seguida, aupfiodde chocolate passou de
artesanal a industrial tornando-se uma industrngavel e fonte importante de divisas
para produtores de cacau e de chocolate (LIMA, 2CHEPLAC, 2008b; BADRIE et
al., 2015). A apresentacao, hoje mais comum, deatai® em barras ou como bombons
tornou-se possivel a partir de 1828, quando foémkeslvida, na Holanda, a tecnologia
para extragdo da manteiga de cacau. Isto possibiibvas formula¢des solidas mais
ricas em gordura. A primeira fabrica moderna decotates foi fundada na Suica em
1831 (KOBLITZ, 2011). Diz-se que do inicio do séciIX até o final dos anos 1970
vivemos “os tempos modernos do cacau”, marcadodrpsrgrandes transformagdes
técnicas: em 1828, Van Houten obteve pd de cacaanderdurado; em 1847, Fry
passou a comercializar chocolate em tablete, & Petentou o chocolate ao leite em
1876. Estas foram as unicas inovacdes que mereestaqdie, de modo que a revolucao
da industria de cacau é atual (PONTILLON, 2009).

De acordo com dados da Ceplac (Comissao ExecutivRlaho da Lavoura
Cacaueira), o cacau é produzido na Africa (66%pcjpalmente em Gana (maior
produtor mundial) e na Nigéria; na América (15%)J® o Brasil é o principal produtor,
seguido do Equador e da Colémbia; e na Asia (18Makisia, Sri Lanka e Java)
(Figura 1). O Brasil ja foi o maior produtor murndide cacau tendo, em 1990,
produzido cerca de 400.000 toneladas de améndeadp 2 maior parte no sul da
Bahia. Uma década depois o pais produziu apenaBiDtbneladas de améndoas. Essa
gueda significativa na producéao é atribuida prialon@nte a infestacéo das lavouras por

Moniliophthora perniciosafungo causador da “vassoura-de-bruxa”. Atualmeetea
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de 50% do cacau consumido no Brasil é importadoca&Cde 50% de todo o cacau
produzido no mundo é consumido no continente euwroB8% é consumido nas
Américas, onde os EUA sé&o o principal consumideguglos de perto pelo Brasil e
pelo Canada e 12% ¢é consumido na Asia e OceargmréFi2) (KOBLITZ, 2011;
CEPLAC, 2008a).

Estatisticas da Associacdo Brasileira da Indudii&€hocolates, Cacau, Balas e
Derivados (Abicab) revelam que o consumo de chteola Brasil em 2000 foi de 1,9

kg por habitante ao ano, enquanto na Europa ch&@&eg por habitante ao ano.

Asia e Oceania )
18% Ameéricas
15%

Colombia  Reptblica
Dominicana
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Figura 1: Producdo mundial de cacau por continente e pai&l—A2000/2001
Fonte: Koblitz, 2011.
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Figura 2: Consumo mundial de cacau por continente e pais —HA®99/2000
Fonte: Koblitz, 2011.
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2.2. BENEFICIAMENTO DE CACAU

O cacaueiro € uma arvore tropical, cultivada empaaturas acima de 20°C
durante todo o ano. O fruto aparece na arvore dgaja seis meses apos a floracéo e
guando maduro consiste um uma casca relativameogésagque contém cerca de 30 a
40 sementes submergidas em uma polpa mucilagimosa80% de umidade e 15% de
monossacarideos (ROHAN, 1964; OETTERER, 2006).

Apesar de a polpa mucilaginosa, de sabor agradgeeer ser utilizada na
producdo de sucos e geléias, a principal utilizaighoacau na industria de alimentos é
para fabricacdo do chocolate a partir do produtdidobapds processamento das
améndoas. A matéria-prima mais importante na oktedo chocolate é chamddguor
e consiste em um liquido viscoso, obtido apds mdatacdo, secagem, torrefacdo e
moagem das améndoas de cacaulidqdmr sdo obtidos a manteiga de cacau e o p6 de
cacau, principais ingredientes na formulacédo dacalate (KOBLITZ, 2011; BRADIE
et al, 2015). A cadeia produtiva do cacau e do @late pode ser organizada em trés
grupos, sendo eles as fazendas produtoras de eaceuglstrias de processamento e as
fabricas de chocolate. Os grupos estao respectitem@culados as principais etapas

produtivas do chocolate. A Figura 3 ilustra esaasd e etapas.
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Figura 3: Cadeia produtiva de cacau e chocolate.
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As etapas iniciais sé&o plantio, colheita, quebraatmau, fermentacdo e secagem
e acontecem geralmente nas fazendas produtoraendentes de cacau recém-colhidas
possuem cor purpura (mais comum) ou branca — andepala variedade plantada,
sabor amargo e odor adstringente (que ndo € acido)tendo qualquer valor como
alimento. Somente apos as etapas de fermentaggzagesn é que o0 cacau podera ser
um produto de valor para a industria. Nestas faseeméndoas adquirem cor marrom
caracteristica, sabor tipico de cacau e qualidadeoln ma, estreitamente dependentes
das condicdes de realizacéo dessas etapas (OETTERE®R SALTINI et al., 2013).

Inicialmente os frutos sdo colhidos com poddéesjie@montoados no chao para
serem abertos com facfes. A casca € entdo sem@adaaterial interno (formado de
sementes e polpa) € levado a fermentacdo. Essa fef@lita a separacédo da polpa da
semente além de proporcionar a ocorréncia de urreade® reacdes quimicas. A etapa
seguinte é a secagem. Nesta 0 cacau atinge a w@nidedessaria para o
armazenamento; reacdes quimicas concomitantes iliestab a cor marrom
caracteristicaA fermentacdo envolve duas fases, uma biolégicate @uimica. Na
fase biolégica ocorre uma fermentagdo alcodlicaiteacacética, sequencialmente. Na
fase quimica ocorrem transformacgdes por efeitogd® ao acido acético formado na
fase biolégica (LIMA, 2010; OETTERER, 2006; COPEETll., 2011).

Na etapa de fermentacdo as sementes sao transysop@ galpdes proprios o
mais rapidamente possivel, no maximo dentro de 22 horas apds a colheita, onde
sdo amontoadas ou colocadas em caixas ou cochst fdse sdo reviradas mais de
uma vez por dia, para evitar o aquecimento exaegspromover a devida aeracao. Das
caixas providas de furos ou de espacos entre tsspgwe compdem o fundo, escorre
um liquido agucarado, conhecido por mel, que pedeagroveitado para fazer geléia,
apreciada nas regides cacaueiras. Nas caixas antesmiambém sdo reviradas por
transferéncia de uma caixa para outra a cada doigés dias, de acordo com a
variedade, para reduzir a temperatura, homogeneipancesso e promover a aeracao
da massa, 0 que é essencial para o desenvolvimaritse aerdbica. Na transferéncia
ha esfriamento, mas comumente as camadas supeatingem até 40 ou 50 °C,
temperatura suficiente para inativar a microbiotasente ao final da fermentacao
(LIMA, 2010; SALTINI et al., 2013). No sistema deontdes, método mais primitivo,
sao utilizados de 10 kg a 2 toneladas. No sistegneatkas de madeira ou cochos, os

lotes sdo de 200 kg a 1,5 toneladas, com cercandenetro de altura. Durante o
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processo de fermentacdo, a massa de cacau é cobertaacos de juta ou folhas de
bananeira para reduzir as perdas de calor e evitegsecamento excessivo da camada
superficial (OETTERER, 2006; PONTILLON, 2009). Arrigentacdo € espontanea e
acontece em 4 a 7 dias (KOBLITZ, 2011; SALTINI Bt 2013; BADRIE et al., 2015).

Durante a fermentacdo, diversos microrganismos weedem na polpa
mucilaginosa e acucarada que envolve as aménduwoasizindo calor, alcodis e acidos.
Esta combinacdo leva, inicialmente, a morte do &ube posteriormente, com a
difusdo dos compostos formados para os cotilédanesas condi¢cdes necessarias para
uma variedade de transformagfes bioquimicas querésmconsequéncias principais:
(1) hidrdlise de proteinas, levando a formacao eyrsores de aroma (compostos
aromaticos que se desenvolverdo durante o procksdorrefacéo), (2) oxidacédo de
compostos fenodlicos, o que altera a cor dos catilés e reduz a caracteristica de
adstringéncia indesejada das améndoas e (3) Ighefmremocao da polpa, facilitando
0 posterior processamento liguor. Dos trés processos citados, 0 Unico que depende
exclusivamente da acédo dos microrganismos fermergad a remocao da polpa. Nos
outros casos, a acdo de enzimas endbégenas doddopdbk e processos quimicos
oxidativos também tém grande importancia (KOBLIT2011; NIGAM, e SINGH,
2014).

A fermentacédo espontanea € desenvolvida por maem@os transferidos para
as améndoas das maos dos trabalhadores, das gepesfilas ferramentas usadas para
cortar a fruta e dos contentores durante a fermp@otéTHOMPSON et al., 2001). A
fase inicial da fermentacdo é anaerobica. Ha nligkigho de leveduras que convertem
0S acgUcares da polpa a etanol. Ocorre desintegtec@olpa e desprendimento de um
exsudado. As leveduras, que fermentaram todo oaage polpa, passam a usar o
préprio alcool etilico produzido como fonte de @arb. Por outro lado, o alcool
produzido inibe a multiplicacdo destas levedurascerre autélise das células das
leveduras, havendo entdo a liberacdo das enzimasrtemtes para promover o sabor
tipico do produto (OETTERER, 2006; LIMA, 2010).

Dentre as leveduras presentes as principais espégie Saccharomyces
cerevisaee aCandida kruseipredominantes na Bahia (OETTERER, 2006). Cerca de
15 diferentes espécies de leveduras sdao normalmamtentradas em processos
fermentativos, no Brasil e no mundo. Em geral &egpmais abundantes2 cerevisiage

uma espécie altamente eficiente na producdo delaloas condi¢des normalmente
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encontradas. Entretanto, linhagens dee®evisiaendo costumam produzir pectinases
de modo eficiente, contribuindo muito pouco pagadfacdo da polpa. Outras espécies,
como Kluyveromyces marxianuyglém de diversos fungos filamentosésgergillus
spp., por exemplo), que surgem nas porgdes supsnt@ massa (normalmente no fim
do periodo de fermentagcdo), sdo apontadas commnsBeis pela remocdo da
mucilagem (KOBLITZ, 2011; NIGAM, e SINGH, 2014; C@&PTI et al., 2011).
Estudos realizados com linhagens do gériéaocharomycessoladas de caixas de
processamento em Urucuca, Bahia, demonstraram as=ivpl obter produtos de
excelente qualidade com essa levedura (LEVANON eRWIBLLI, 1964; LEVANON

e ROSSETINI, 1965). Luna e Jimenez (1968-69) olasara que, quando se usa a
leveduraCandida tropicalisisolada de cascas de macéa, consegue-se cacaaliiade
superior. Estudos realizados por Thompsom et 801Re Schwan e Wheals (2004)
constataram o crescimento ##oeckera, Hanseniaspora, Saccharomyces, Candida,
Pichia e KluyveromycesTambém foi observado a multiplicacdo de bactémddisds
(Lactobacillus, Leuconostoe Lactococcuy e acéticasAcetobactere Gluconobacter
spp.). Investigando a ecologia microbiana de cacainario da Indonésia, Ardhana e
Fleet (2003) encontraram como principais espéPBiesicillium citrinum, Kloeckera
apis, Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicaligctobacillus cellobiosus,
Lactobacillus plantarume Acetobacter pasteurianusiestes sensoriais de aceitacdo
mostraram que o chocolate obtido de améndoas fésesh com a inoculagcdo de
Kluyveromyces marxianuei mais aceito pelos provadores em comparacao cata
cacau obtido através de fermentacdo natural.

Com a conversao dos acucares a etanol, produzexs-sendicoes aerdbicas
iniciais necessarias para a multiplicacdo de bastéue oxidam o etanol a acido
acético e posteriormente a £@iéxido de carbono) e agua. Isso produz mais alor
aumenta a temperatura, durante as primeiras 24,hoaea aproximadamente 45 °C. A
partir do segundo dia até o final do processozaale o revolvimento das améndoas em
intervalos regulares. Dessa forma evita-se queargdgratura ultrapasse 45°C, o que
poderia ocasionar a inativacdo das enzimas presehlii&m disso, esses movimentos
permitem a aeracao da massa e melhor uniformidaderchentacdo. A segunda fase da
fermentacdo € aerdbica e ocorre via bactériascasépresentes por contaminacao
natural e que também produzem acido acético. Esstdifande no tegumento que

envolve as améndoas tornando-o permeavel e passidd a acdo das enzimas. Ao
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final do processo, as améndoas apresentam colomggdom intensa e aroma agradavel
de acido acético (OETTERER, 2006; NIGAM e SINGH120COPETTI et al., 2011).

Depois de trés a sete dias, dependendo do localariiedade e da qualidade
almejada, a fermentacdo € considerada suficiemiassa-se a fase de secagem. Vale
destacar que o efeito primario da fermentacéo gudar o embrido sob efeito de calor
e, sobretudo, produzir acido acético; segue-sa cagradacado das paredes celulares
ocasionando a migracdo de enzimas que, por suaeméam em contato com seus
substratos. Ocorrem entdo os efeitos secundarios, imferessam ao produtor de
chocolate. Certos polifendis se hidrolisam, emi@algr as antocianinas, gerando de
inicio compostos incolores, que assumirdo a coramacaracteristica do chocolate ao
serem oxidados. As proteinas sdo hidrolisadas taesld em peptideos e em
aminodcidos livres. Tais compostos ndo possuensto gim cacau ou do chocolate, mas
sdo 0s principais responsaveis pelo aparecimersgedesabores quando as améndoas
sao torradas; por essa razéao, sdo denominadosifpoees do aroma” (PONTILLON,
2009; SALTINI et al., 2013).

Uma vez que a mucilagem tenha sido retirada dasdwas pela fermentacéo,
estas apresentam um teor de umidade entre 50 e ®Qfbe favorece o ataque de
insetos e possibilita o crescimento de fungos eosubrganismos indesejados. Em
virtude disso, as améndoas devem ser secas, papmpdetar as alteracdes necessarias
e garantir sua conservacédo. A secagem pode sar deitsol, com a utilizacado de
secadores ou, mais comumente, combinando-se ansbhg®ssibilidades em duas
etapas: pré-secagem ao sol seguida com secagerarcguente soprado (KOBLITZ,
2011; LIMA, 2010).

A secagem natural, ou secagem solar, consiste &mdes o cacau fermentado
em areas cimentadas ou assoalhadas, bandejasicoslastu no préprio solo
(PONTILLON, 2009). Um método bastante utilizado éegagem feita em barcacas.
Estas sdo construcdes tipicas constituidas porastnol de madeira erguido sobre
pilares de alvenaria, e uma cobertura que destizeedrilhos. A cobertura, geralmente
feita de chapas de aluminio corrugado ou de zid@fastada para expor as améndoas
ao sol e, quando fechada, protege contra chuvenser calor excessivo. As améndoas
sao espalhadas sobre o lastro da barcaca em unaalaamiforme com cerca de 5 cm
de espessura. O revolvimento constante € feitowsanodo de madeira, principalmente

no inicio da secagem, a fim de evitar aglomeradosingormizar 0 processo
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(OETTERER, 2006; NIGAM, e SINGH, 2014; COPETTI ét, 2011). O uso da
secagem artificial contribui para acelerar a oxiacgde compostos fendlicos,
melhorando a formacédo de cor e reduzindo a adétroig residual do produto
(KOBLITZ, 2011; TOMLINS et al., 1993).

A umidade do produto acabado é avaliada pelo tasol@etudo, pelo som das
améndoas agitadas na mao. A secagem natural agreseantagem de ser progressiva
e de baixo custo, mas possui 0 inconveniente ddeseorada e exigir grande mao-de-
obra, particularmente quando é realizada na est@gfimsa, 0 que é muito comum. A
secagem artificial € usada, entdo, como substibutccomo complemento. Se bem
conduzida, essa secagem propicia excelentes mssitenas pode gerar dois tipos de
defeitos: (1) caso o cacau entre em contato caasgde combustéo, ird adquirir um
sabor desagradavel de fumaca e (2) se a secagerafiazada de forma muito brusca,
havera o ressecamento externo do cacau — a careedass forma de modo muito
rapido, perde a permeabilidade e a umidade intéena dificuldade para sair, e,
aparentemente, o acido acético também nao € bermatlo, o que gera um cacau de
sabor acido. O mesmo fenbmeno ocorre quando &auilsecagem natural, se 0s raios
de sol forem muito intensos (PONTILLON, 2009; TOMIS et al., 1993).

Durante a secagem, as enzimas presentes atuamtemmrirda améndoa e
promovem rea¢cdes quimicas importantes, estabilz@andabor e a cor caracteristicos
do chocolate. A temperatura da secagem € importentpialidade final das améndoas
sendo que o ideal esta na faixa de 35°€4faixa 6tima de atividade para a maior parte
das enzimas envolvidas. O uso de temperaturasbagias ou mais altas leva a perda
na qualidade, pois ou as enzimas agem mais lentaroersdo destruidas. Além disso, a
secagem deve durar um certo tempo, para a acaoaica ocorrer. O periodo 6timo é
de 4 a 5 dias, com umidade final de cerca de 7% (GRER, 2006; TOMLINS et al.,
1993).

As améndoas de cacau sdo acondicionadas em saeodatgEm de 60 kg por
cerca de 30 dias. Cuidados durante 0 armazenars@ntessenciais para que o produto
apresente a melhor qualidade possivel. Em gerdlizant-se ambientes com
temperaturas elevadas, com até 5°C acima da tetm@esmbiente e a sombra, para
manter a umidade relativa do ar a 70% devendorsazamar exclusivamente o cacau.

Este procedimento é importante, pois na presencauttes alimentos ou produtos
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existe a possibilidade de que as améndoas absoou#nos aromas, podendo
comprometer sua qualidade. (MADRID et al., 1996 TOERER et al., 2006)

As améndoas secas e devidamente armazenadas B8pottadas para as
industrias processadoras. Estas serdo torradasoeederse entdo a retirada do
tegumento e do germe para obtencédo de “nibs” — doa@ndescascadas e trituradas —
que € a matéria-prima para a fabricacdo da massacdel, manteiga de cacau, cacau
em po e, finalmente, chocolate (Figura 4) (PONTIIN,Q009).

Figura 4: Fases do cacau durante o seu processamentoqeds para direita, de cima para baixo: (1)
polpa do cacau; (2) sementes de cacau néo fernaesni@l améndoas de cacau secas e fermentadas; (4)
améndoas de cacau torradas; (5) cascas das améedoasau; (6) Nibs de cacau (améndoa limpa e
triturada) em destaque; (7) massa de caauof); (8) manteiga de cacau; (9) pé de cacau.

Fonte: http://www.foto-grafo.de/Cocoa/cocoa_5.html

Na industria, as améndoas de cacau secas e fedasns@o separadas de
material estranho para posteriormente serem taragatrituradas. As sujidades
presentes — terra, areia, madeira, pedras, vidibape restos vegetais — podem ser
separadas por peneiragem, vibracdo, aspiragcédo re gepntilacdo). A torrefacéo
posterior pode ser feita na améndoa inteira, nanda@&quebrada (nibs) ou no produto
moido (massa de cacau) (KOBLITZ, 2011). ApoOs asagdes preliminares de limpeza
e, eventualmente, calibragem para classificar adndoas por categoria de tamanho
homogéneo, a industria tem duas opcOes: torrefac@m seguida descortificacdo —
remocao do tegumento das améndoas — ou 0 inveos@rideiro caso (que se inicia
com a torrefacdo), a descortificacdo € mais fapilauwez que a casca fica bem

descolada do gréo; mas, por outro lado, a homodeaeida torrefacdo € dificultada
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pelo tamanho relativamente grande da améndoa (der2g8 mm de comprimento por 8
mm de espessura). No segundo método, corre-sem dis enriquecer 0os nibs com
pedacos de casca que restaram, mas a torrefac@iséhamogénea (PONTILLON,
2009).

A torrefagdo consiste de um tratamento térmicoasia@ndoas de cacau com ar
quente, a uma temperatura entre 110 €Q4naiores valores de temperatura podem
provocar um efeito de torrefacdo excessiva, corarsequente formacédo de sabor de
gueimado e perda das caracteristicas intrinseceaca® (DROUDEN et al., 1996). As
condi¢cdes operacionais mudam em resposta as rdamssido processo e da planta; o
processo de torrefacdo pode ser realizado sobedits perfis de tempo-temperatura
com obtencéo de diferentes resultados. A otimizdgdnnémio temperatura x tempo, é
essencial para a obtencédo de qualidade de aromprodhstos finais (SANAGI et al.,
1997). A importancia da torrefacdo na tecnologiapdeducdo de chocolate esti
associada aos seguintes fatores: reducao da umida8e6% para 2% com perda de
cerca de 6% em relacdo ao peso total, formacadoramaa reducdo da microbiota
bacteriana presente na matéria-prima durante cegsocfermentativo e estabilidade
durante o armazenamento (PEREGO et al., 1999)o@bijetivo da torrefacdo é secar
suficientemente os nibs, permitindo assim que possar moidos (PONTILLON,
2009).

A etapa que segue-se a torrefacdo € a triturd€sta. permite a separacao da
casca por peneiragem, ventilacdo e succao. OgarniEndoas manufaturadas - torradas
e trituradas) passam por uma moagem e o produtodeado massa de cacau — um
liguido denso também chamado ldpior - sera a matéria-prima para a producdo da
manteiga de cacau, do cacau em pO (usado prin@pémna producdo de
achocolatados) e do chocolate, conforme tratangumeareceber. Ao passar esta massa
por prensas hidraulicas, extrai-se boa parte dataigande cacau presente. A torta
restante dessa prensagem passa por moinhos qiseeazaum e produzem o cacau em
po (OETTERER, 2006; LIMA, 2010). A moagem deve malizada de forma que o
produto final ndo tenha qualquer particula que @&y sentida na boca quando o
chocolate for posteriormente degustado (KOBLITZ 20

Em geral, se for destinado a producéo de pd, aucaafre ainda uma operacao
de alcalinizac&o, na qual é tratado com uma solde&marbonato de potassio a cerca de

3%. Essa operacdo melhora o sabor do produto pdratiear a acidez residual das
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améndoas apos a fermentacdo. Outra consequénmeaamye € a formacao de cor mais

escura e desejavel no produto. Em geral, a alzajib € feita nos nibs antes da

torrefacdo (que ird remover a agua adicionada tki@atratamento). Nessa fase, porém,
0 uso de &lcalis pode provocar saponificacdo ddugay caso o tratamento ndo seja

muito criterioso. Uma alternativa é a alcalinizac¢i#®opé de cacau, apés a remocédo da
manteiga, que além dos efeitos benéficos sobre @ asabor, ainda promove aumento

da solubilidade do produto (KOBLITZ, 2011; OETTERERO06).

A transformacédo desses produtos obtidos em checélegalizada pelas fabricas
de chocolate por meio dos processos de conchagemldagem. A manufatura do
chocolate inicia-se pela mistura de massa de cawaueite em p0o, manteiga de cacau,
acucar e outros ingredientes. Ela & feita a 65AC mesturador de grande capacidade,
equipado com rodas de granito de 10 a 15 tonelgdasgiram a 300 rpm, por 16 horas.
Assim é obtida uma mistura que, em seguida, passa aefinador para reduzir o
tamanho das particulas de 65 a 35 microns, confortip® de chocolate. A refinacdo é
feita em aparelho de grande capacidade (refinadmistituido de cinco rolos
superpostos que trabalham em alta rotacdo e enetatap de 65 °C. Em seguida a
refinacdo vem a conchagem, realizada em grandgsemes denominados conchas.
Nesta etapa o chocolate € agitado por 12 a 16 ,hocmadorme o produto, em
temperatura variavel. O produto resultante (fludithante, aromatico, de textura fina
gue derrete na boca) é descarregado em tanquasaga8°C. Por ultimo, ao sair do
tanque térmico, em temperatura de fluidez, o clabeod resfriado a 28°C (ponto de
solidificacdo da manteiga de cacau) em tuneis @,&léntro de moldes (LIMA, 2010;
COPETTI et al.,, 2011; SALTINI et al., 2013). Esssfriamento é de fundamental
importancia para a qualidade final do chocolateo [gorque a manteiga de cacau pode
se cristalizar em diferentes formas, dependendocdadi¢cdes de resfriamento. Tal
processo, conhecido como temperagem, € responsdeeinducéo da cristalizacdo da
manteiga de cacau na forma mais estavel, a forrza(kee ocorre de forma lenta e
gradual, sob movimentacdo constante. A pré-cizstgdio ocorre em 2 a 4% da
manteiga de cacau, causando aumento da viscositledéinal da temperagem, o
chocolate apresenta viscosidade duas vezes maodglwcomparada com o chocolate
derretido inicialmente. A temperatura adequada pafimal de temperagem varia de

acordo com o tipo de chocolate, sendo respectiviean28°C, 29°C e 31°C, para
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chocolate branco, ao leite e meio amargo, res@engnte (GRUNENNVALDT, 2009;
MCGAULEY, 2002; SCHENK e PESCHAR, 2004).

2.3 DESENVOLVIMENTO DO AROMA DE CHOCOLATE

Para muitos autores o aroma de chocolate provém ap@&oas da fracdo
aromatica volatil, mas também de compostos nadaislgque influenciam a percepcao
desse atributo. Esta composicdo complexa dependevelesos fatores dentre os quais
estdo: caracteristicas genéticas, condi¢cdes amalserdondicbes de colheita e de
processamento (fermentacdo, secagem e torrefagégpeeificamente do contetdo de
proteinas de reserva, polissacarideos e polife(@GISAPPERTON et al., 1994;
KATTENBERG e KEMMING, 1993; LUNA et al., 2002; COUR e COLLIN, 2003;
REINECCIUS, 2006; AFOAKWA et al., 2008). A Figuradpresenta um resumo de
parametros importantes para geragao de aroma delat®de modo que vale destacar
que uma apropriada composicao inicial nas améndeasacau pode ser convertida,
através de tratamentos pos-colheita controladosuleseguentes tecnologias de

processamento, a um padrao de aroma de alta qimlida

A fermentacédo de cacau € crucial ndo apenas garmacao de fracfes volateis
essenciais (alcodis, ésteres a acidos graxos),tamsém para o fornecimento de
precursores de aroma (aminoacidos e acgucares reslutque contribuem para as
caracteristicas de chocolate. A secagem reduzvessrde acidez e adstringéncia em
nibs de cacau por reducdo do teor de acidos velatg@olifendis totais. A Reacdo de
Maillard na torrefagdo converte precursores de artormados durante a fermentagao
em duas classes principais de componentes arosidfigazinas e aldeidos. Embora
nenhum novo odorante importante seja sintetizadantie a conchagem, os niveis de 2-
fenil-5-metil-2-hexenal, furaneol, e pirazinas rloaidas aumentam significativamente
enquanto aldeidos de Strecker sdo perdidos poromgip. Relacdes diretas séo,
portanto, observadas entre a composicao iniciatarmentos pds-colheita (fermentacéo
e secagem) de améndoas de cacau e subsequentssanoesto (torrefacdo e

conchagem) e seus efeitos tecnoldgicos na formagéroma e desenvolvimento das
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caracteristicas do chocolate. Essa complexidaddadérde quando se considera que,

ainda hoje, este aroma tao desejavel ndo foi regrdd pela indastria quimica.

Fatores ue exercem
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Figura 5: Mecanismos e fatores que influenciam a formacaardma de chocolate.
Fonte: Adaptado de Afoakwa et al., 2008

2.3.1 Composicao da améndoa de cacau

A composicao aproximada de améndoas de cacau fexdasne secas esta
apresentada na Tabela 2. Esta composi¢cdo pode liggmamente com a variedade
plantada, com o manejo e com as particularidadéseamais e culturais de cada regiao
produtora (KOBLITZ, 2011). A concha (testa) repraael0-14 % do peso seco das

améndoas de cacau. O nucleo ou cotilédone, marte ga que resta, corresponde a
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cerca de 86-90%, e confere as caracteristicasbie saaroma do chocolate (ROHAN e
STEWART, 1967;.0SMAN et al., 2004) sendo compostoddis tipos de células de
parénquima de reserva. As células polifenolicas2(% do peso da améndoa) contém
um udnico grande vacuolo preenchido com os polifer®ios alcalbides, incluindo
cafeina, teobromina e teofilina (OSMAN et al., 2008s células lipido-protéicas, por
outro lado, tém citoplasma fortemente empacotado malltiplos pequenos vacuolos de
proteinas e lipideos e outros componentes, taisocgndnulos de amido, que
desempenham diversos papéis na definicAo de adstices de sabor e aroma de
chocolate (KIM e KEENEY, 1984 apud AFOAKWA et a2008; NAZARUDDIN et

al, 2001).

Tabela 2: Composi¢céo centesimal das
améndoas fermentadas e secas de cacau

Componente %
Umidade 35,0
Lipidios 31,3
Proteinas 8,4
Teobromina 2,4
Cafeina 0,8
Polifendis (taninos) 5,2
Carboidratos, acidos e fibras 13,7
Cinzas 3,2

Fonte: KOBLITZ, 2011.

De acordo com Koblitz (2011), a fracdo lipidica daméndoas € conhecida
como manteiga de cacau. Apenas trés acidos grapesentam cerca de 95% da
composicao dessa manteiga: palmitico (P, 16:0)col®, 18:1) e estearico (St, 18:0).
Esses acidos graxos sdo encontrados em basicatré&nt@os de triacilglicerdis, que
representam cerca de 80% da composicdo da mantei@d; POSt e StOSt. Essa
composicao é responsavel pela caracteristica m@gessante da manteiga de cacau,
que a torna um produto muito procurado e de alsioce que € responsavel pela
propriedade que o chocolate tem de derreter na Ipocao de fusdo entre 32 e°G5
uma faixa de temperatura de derretimento estra@tan@s ) e ligeiramente abaixo da

temperatura do corpo humano. O nitrogénio prot@i@sente no cacau fermentado
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divide-se em: 31,7% de albuminas; 3,1% de globsjiBz8% de prolaminas; 13,5% de
glutelinas e 43,5% de peptideos diversos. O cacescd contéem baixo teor de
aminoacidos livres que, em geral, aumenta ao la@ofermentacdo. Cotilédones
contém como proteinas de reserva fragbes de alaumiglobulina (BIEHL et al.,
1982a). A fracdo globulina, é formada por dois getideos de 47 e 31 kDa
(PETTIPHER, 1990; SPENCER e HODGE 1992; VOIGTIegti®93) e é degradada
na fermentacdo, enquanto a fracdo albumina (21 kBa)sofre a mesma degradacao.
Segundo Voigt et al. (1994a), o aroma caracteoistecchocolate deriva inicialmente da
liberacdo de certas globulinas presentes nos dotiEs por proteases acidas e
exopeptidases das améndoas.

Ainda ha poucas informacdes sobre o perfil de aauilos de améndoas de
cacau e o efeito da origem e do processamento tirlusm suas concentracgoes.
Adeyeye, et.al(2009), demonstrou que o nivel de proteinas ermdoas de cacau
fermentadas (15,2 g / 100 g) foi 10,4% maior quével de proteinas de améndoas néo
fermentadas (13,6 g / 100 g). Isso pode ser ungdtido de possivel lise celular da
microbiota fermentativa. No mesmo trabalho foi fieaido que as concentracbes de
aminoéacidos foram variavelmente distribuidas easeaméndoas fermentadas e néo
fermentadas, sendo o acido glutamico o encontradenaior concentracao tanto nas
améndoas fermentadas (153 mg/g) como naquelas enaeeritadas (128 mg/g). A
segunda posicéo foi ocupada pelo &cido aspértitstina foi 0 de menor concentragao.
Em relacdo a concentragdo de aminoacidos essenegaisaméndoas de cacau
fermentadas foram mais ricas do que as nao feraesta

As améndoas apresentam ainda pequena quantidadmide e de acucares
redutores (glicose e frutose), além dos oligos$deas (estaquiose e rafinose) e dos
polissacarideos presentes nas paredes celularasipagimente celulose (KOBLITZ,
2011). Reineccius et al. (1972 apud AFOAKWA et 20]11) afirmaram que améndoas
de cacau frescas ndo fermentadas continham 15@deggacarose e tracos de frutose,
sorbose, manitol e inositol. Berbert (1979 apud AR@/A et al., 2008) verificou
contetdo de sacarose de 24,8 mg/g em améndoasemienfadas respondendo por
cerca de 90% dos acgucares totais (27,1 mg/g) dadwaé com acucares redutores
frutose e glicose correspondendo a cerca de 6%e(@F mg/g, respectivamente) e

outros (incluindo manitol e inositol) com conceg@as inferiores a 0,50 mg/g (cerca de
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4%). As diferencas encontradas tém sido atribtadamétodo e tempo de colheita e ao
tipo e origem das améndoas de cacau.

A teobromina (3,7-dimetilxantina) e a cafeina (4 Bimetilxantina), sdo bases
purinicas de sabor amargo e propriedades excitéaltzd6ides). Em comparacdo com
outros vegetais ricos nesses alcaldides, a corgdotrdessas substancias no cacau é
considerada baixa. Sua principal consequéncia raidgde do chocolate esta
relacionada com a presenca do sabor amargo (KOBIATLL).

O cacau é rico em polifendis, alcaldides e prodiaas, armazenadas em células
de pigmento do cotilédone e das folhas. Juntoscelesespondem a cerca de 14 — 20%
do peso da améndoa e sao importantes para cazacieiroma de chocolate (OSMAN
et al.,, 2004; KIM e KEENEY, 1983; AFOAKWA et al.,0@8). Trés grupos de
polifendis podem ser identificados: catequinas davah-3-0is (aprox. 37%),
antocianinas (aprox. 4%) e proantocianidinas (aps8%o). A catequina primaria é (-)-
epicatequina. Menos abundante € a (+)-catequina epenas tracos de (+)-
galocatequina e (-)-epigalocatequina. A fracdo déocaninas € dominada por
cianidina-3e-L-arabinosideo e cianidinaf8D-galactosideo. Procianidinas séo
principalmente flavon-3,4-didis de 4 a 8 ou 4 an6agleamentos para formar dimeros,
trimeros ou oligbmeros, com epicatequina como acjpal subunidade de extensao
(KIM e KEENEY, 1984; AFOAKWA et al.,, 2008; ROMANCZK et al., 1997;
LANGE e FINCKE, 1970; HANSEN et al., 2000). Nas amtiéas frescas os taninos
totais dividem-se em 40% de taninos condensado§% @e taninos soluveis. A
presenca desses compostos confere a cor arroxeadaotlédones (Forasteiro) e
adstringéncia, além de um certo amargor (KOBLITZ, D).

Ao longo da fermentacéo e da secagem, os tanitipgesotendem a sofrer uma
série de reagBes quimicas acabando com a adstiagéngerando a coloracéo
amarronzada tipica das améndoas fermentadas. @oont@ do embrido, os polifendis
entram em contato com as enzimas glicosidase &empoloxidase (responsaveis pela
hidrélise das antocianidinas e oxidacdo das algsorespectivamente) presentes nas
sementes, sofrendo oxidagdo, complexacdo com pastel formacdo de quinonas, as
quais sofrem condensacdo covalente com grupovagsatie aminoacidos, peptideos,
proteinas e fibras (FORSYTH e QUESNEL, 1958; EFRAdMal., 2011; HANSEN et
al., 1998; BRITO, 2000; BECKETT, 2009). Essas, asglas as demais reacdes em

curso — como a hidrolise de proteinas a aminoa@dibes acucares — levam a formacao
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de compostos aromaticos. (KOBLITZ, 2011; CROSS,9199ERRA-BONVEHI e
VENTURA COLL, 1997).

O teor de polifendis apOs a fermentacdo € redyzata aproximadamente 5%.
Teores de 10% ou superiores sao considerados airdsifliermentacao pobre e levam a
chocolates de sabor muito adstringente (LEHRIAM@& HFERSON, 1983; AFOAKWA
et al., 2011). Misnawi et al. (2005) concluiram glevadas concentracdes de polifendis
em liquor ndo torrado podem influenciar negativamente a &gén de compostos
desejaveis ao aroma.

Misnawi et al. (2002) verificaram que houve redugi® 3% no teor de
polifendis totais durante a torracao ldpior de cacau a 120°C por 45 min, sugerindo
que os polifendis possam se ligar as pirazinas gosins formados pela Reacédo de
Maillard). Misnawi et al. (2004) observaram que w@manto na concentracdo de
polifendis emliquor de cacau, além de diminuir a formagdo de pirazthasnte a
torracdo, também causou reducéo na disponibilidedaminoacidos livres e acucares
redutores para a formacao de pirazinas, indicandoog polifendis, além de se ligarem
as pirazinas durante a torracdo, também podengaedbs compostos precursores da
Reacdo de Maillard. De acordo com Camu et al. (R088conteudos de polifendis e
alcaldides das améndoas de cacau foram dependimteorte das pilhas/montdes,
sendo que os niveis de epicatequina e teobrommiamwiram durante a torrefacéo pela
difuséo para fora dos cotilédones das améndoasdesacao e oxidacao de polifendis.
Niveis residuais foram responsaveis por gerar o geamargor do chocolate final.
Sendo assim, concluiu-se que o controle da ferm@otti necessario para controlar o
aroma de chocolate final.

Cooper et al. (2008) reportaram nao haver evidénsidicientes quanto aos
reais mecanismos que levam a perda de flavandisoeapidinas. No entanto,
destacaram a possibilidade de tais compostos setdrados para a formacdo de
taninos de maior massa molecular, uma vez que fil, perndo o teor total dos
polifendis, sofre alteragdo apos a fermentacdar@&ntiei o processamento das améndoas
para a obtencao diguor e cacau em po.
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2.3.2. Caracteristicas genéticas

A composicdo da améndoa interage com a fermentagdormacao de aroma
de chocolate de qualidade. Uma andlise de protelaaacdo de polipeptideos de
reserva globulina tipo vicilina VCG e produtos da slegradacdo proteolitica em cinco
genotipos populares (Forastero, Criollo, Trinital®CA 12 e UIT1) concluiu que as
caracteristicas do chocolate podem variar, masstoda@enaotipos sédo potenciais para o
desenvolvimento adequado do aroma (AMIN et al., 220@Existem diferencas
significativas nas atividades enziméticas em caeadiferentes genotipos (AFOAKWA
et al., 2008) sendo que este influencia tanto ddgade quanto a intensidade do aroma
de chocolate (TAYLOR, 2002; LUNA et al., 2002; COBENet al., 2004; TAYLOR e
ROBERTS, 2004), determinando, provavelmente, asitglsmles dos precursores e
atividade das enzimas contribuindo, portanto, paf@@macao do aroma. Trés tipos de
cacau: Forastero, Criollo e o hibrido Trinitarioegentaram amplas variagdes no aroma
final (BECKETT, 2000; AWUA, 2002; AMOYE, 2006). Cacau caracterizado como
Bulk (cultivado e utilizado comercialmente em maiora¢se disponivel no mercado
convencional; Forastero) mostra tipicamente cariaticas de aroma mais fortes, ja o
cacau caracterizado conkine (cacau do Equador do tipo Nacional ou certos tgms
Trinitario e Criollo) € aromatico e mais suave (KFANBERG e KEMMING, 1993;
JINAP et al., 1995; LUNA et al., 2002). Counet kt{2002) reportaram que variedades
finas submetidas a processos fermentativos ramgossentaram altos contetddos de
procianidinas, enquanto améndoas Trinatario da NGuiné e Forastero foram
superiores no aroma total.

De acordo com Lopez e Dimick (1991), a qualidaderensidade do aroma de
chocolate é determinada inicialmente por fatoregtieos, intrinsecos a variedade ou
cultivar produzidos. Assim, pode-se dizer que una@énm-prima de melhor qualidade
pode ser facilmente desperdicada por processanmedequado, mas nem mesmo o
melhor processamento pode produzir um chocolatersupa partir de matéria-prima
inferior. Para verificar se as diferencas de qaaldentre variedades de cacau sao
devidas a diferencas de atividade enzimatica na8ndoas, Hansen et al (2000)
conduziram um experimento no qual as atividadessdasnas-chave de sementes nao
fermentadas de 10 diferentes variedades foram cawa@s Algumas importantes

conclusbes puderam ser levantadas: o cultivar comormatividade das enzimas
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proteoliticas testadas apresentava também altm@atepara aroma de chocolate e o
gque apresentava menor atividade para estas entzithagaixo potencial para o aroma.
Porém esta relacdo néo foi linear para todos dwards testados. Alguns deles, com
alto potencial para formagéo de aroma apresentheixa atividade de proteases. Para
as outras enzimas testadas n&o parece haver qualguelacdo entre a atividade

enzimatica e o potencial para desenvolver aromachiolate. Uma observacao

importante foi que os mesmos cultivares, produzelosdiferentes regides (Malasia e
Peru) apresentaram significativa diferenca de gdle enzimética. O estudo acima
mencionado poderia levar a conclusdo de que ndnaapa atividade enzimatica

(principalmente proteolitica), mas também a congé@msdas proteinas dos cotilédones
seriam variaveis de cultivar para cultivar, o gesatia a producdo de melhores
precursores de aroma por um do que por outro. \Rgificar esta possibilidade, Amin

et al (2002) estudaram a composicdo dos oligopmmidgerados pela agdo de
endopeptidases em 6 diferentes cultivares de cdtaa. isso, a fracdo protéica das
améndoas foi extraida de sementes desengorduradashreetida a autolise em

condi¢des controladas. Os peptideos formados fesdraidos e separados por HPLC.
N&o foi possivel verificar diferengas significavantre as misturas de oligopeptideos
produzidas pelos diferentes cultivares o que indjce ndo apenas as proteinas
hidrolisadas sdo bastante semelhantes, mas tamlegpeaificidade das endoproteases

de cada cultivar é, se nado idéntica, pelo menotorparecida.

2.3.3 Fermentacéo e atividade enzimatica

A questdo da fermentacdo da polpa de cacau (qudtareem grandes
quantidades de leveduras e bactérias produtoraside acético) ser essencial para o
desenvolvimento do aroma de chocolate foi repetifdendiscutida por varios autores.
Howat et al.(1957; 1960), Rohan (1958) e outros pesquisaddegsim que améndoas
frescas lavadas com solucdes acéticas e depoiaddsiimersas em polpa esterilizada
podem adquirir aroma de chocolate apds a torrefd@dooutro lado, Aquarone et. al.
(2001), ao repetir esses trabalhos, constatarano quema tipico de chocolate aparece,
mas sem atingir a qualidade daquele observado eéndoas fermentadas por

microorganismos. Assim, concluiram que a fermewtack polpa resulta em
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desenvolvimento de diferentes microorganismos gquetem enzimas necessarias para
a obtencdo final do aroma de chocolate.

Mais de 30 espécies bacterianas ja foram encostraldéermentacado do cacau.
Bactérias laticas produzem grandes quantidades dédo alatico pela via
homofermentativa, contribuindo para reducao do pkhéio, mas podem também gerar
diversos produtos secundarios (etanol, glicerohitoB que contribuem para formacgéo
de precursores das caracteristicas sensoriais amlake. As bactérias acéticas sao
responsaveis pelos processos oxidativos, altanesiotérmicos, que levam a formacéo
de acido acético a partir do etanol. Nessa etaprdzgentacdo sdo alcancados o pH
final acido, caracteristico de preparacfes de cémamentado, e a alta temperatura,
ambos considerados responsaveis pela morte do &@mkEm fermentacbes muito
longas (acima de 7 ou 8 dias) a instalacdo de sfiseespécies do géneBacillus
produtoras de uma variedade de compostos (4cildiesdas e alcodis), leva a formacéo
de off-flavor, isto €, aparecimento de odores e sabores degagiade né&o
caracteristicos de chocolate. Acredita-se ainda gaeauséncia de acgUcares para
obtencdo de energia, 0s microrganismos presentesempaa degradar proteinas,
liberando compostos nitrogenados (aminas) de adesagradavel (KOBLITZ, 2011,
COPETTI, 2011; NIGAM e SINGH; 2014). Schwan e Whg2004) reportaram que
Kloeckera apiculatee Saccharomyces cerevisiaariedadechevalieri foram os mais
importantes produtores de compostos volateis @afatitos de aroma de chocolate.
Além disso,Bacillus ssp. foi apontado como produtor de &cidos acétitatico, 2,3-
butanodiol, tetrametilpirazinas e acidos graxogelvC3 — C5, os quais foram
consideradosff-flavorsem chocolate.

Durante muito tempo acreditou-se que os diferemtiesorganismos presentes
na fermentacdo eram os Unicos responsaveis pefa¢éo dos precursores de aroma.
Apenas recentemente ficou provado que as princigaigdes que levam a formacao
dessas substancias sao devido a acdo de enzimagerad da propria semente do
cacau. A atividade microbiana na polpa de cacaa gealor e produz etanol, acido
aceético e acido latico que matam o embrido. Osytosdda fermentacdo da polpa
penetram lentamente dentro das améndoas causatiigane estimulando reacdes
enzimaticas que produzem precursores de aroma mrmdacdo, notas de aroma e
sabor caracteristicas. A reducdo do pH, favoreeg€d das enzimas e quantidades

apropriadas de precursores sdo essenciais pamacamdtima de volateis de aroma na
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torrefagdo (KOBLITZ, 2011; VOIGT et al.,, 1994a; MBHet al., 1976; ROHAN e
STEWART, 1967; LOPEZ e QUESNEL, 1973 apud AFOAKW®ak, 2008; BIEHL

et al.,, 1990; LOPEZ e DIMICK, 1991; LOPEZ e DIMICK995). De acordo com
Beckett (1994), uma vez que a fruta € colhida,ianiese varios mecanismos
bioguimicos que contribuem para formagédo dos pseces de aroma de chocolate.
Entretanto, € importante que as améndoas tenhagidatiadequado grau de maturacao.
Caso contrario, nenhum processamento pode produairoma pretendido. Estudos
mostram que, antes da fermentagédo, ocorrem muda&s¢agurais ocasionadas pela
hidrélise de proteinas presentes nas améndoasde msultando na producdo de uma
reserva de peptideos, sendo estes possiveis esside aroma.

Alteracdes subcelulares nos cotilédones liberagimeas-chave ocasionando
reacfes entre substratos pré-existentes em amémdoasermentadas. As enzimas
exibem diferentes estabilidades durante a fermaata devem ser inativadas por
tratamento térmico, acidos, polifendis e proteadesnopeptidase, invertase, invertase
polpa, e polifenoloxidase sao significativamenteatiradas; carboxipeptidase é
parcialmente inativada; enquanto endoproteasesicesglases permanecem ativas
durante a fermentagcéo (HANSEN et al., 1998).

A atividade enzimética, em améndoas de cacau, wuranfermentacdo, é
conhecida e estudada pelo menos desde a segurai#erdetséculo XX. Entretanto, as
primeiras enzimas reconhecidas estavam ligada$edaces de coloragdo e a perda de
adstringéncia, sendo principalmente da classe dadases (polifenol oxidase,
peroxidase). Entre as hidrolases, foram estudadasalmente, as carboidrases
(amilases §-glicosidases) e lipases. Em 1964 era conhecidgbdidade de sementes
moidas de cacau de coagular o leite (atividadegplitita), porém até a proxima década
as proteases presentes nas améndoas ainda nam hgidia extraidas, isoladas e
caracterizadas. Estudos mais conclusivos a respeittormacdo de precursores de
aroma em améndoas de cacau datam principalmentdédadas de 80 e 90 e foram
conduzidos por grupos de pesquisa na Suica e maaAlg, em cooperagdo com grupos
da Malasia. Atualmente acredita-se que as segugmesmas tenham importancia
capital na formacao de aroma de chocolate das aaém® cacau:

a. endoproteases e exopeptidases — envolvidasragdgede peptideos e aminoacidos

livres considerados os principais precursores ol@ay
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b. invertase e glicosidases — responsaveis pekxatffio de acUcares redutores
indispensaveis a formacdo do aroma durante a ag&ef Glicosidases atuam ainda na
desglicosilacdo de compostos terpénicos ou fergl{inalol, antocianinas, por ex.)
interferindo na geragao de sabor e na cor;

c. polifenol oxidase — responsavel pela oxidacda@atapostos fendlicos tendo como
consequéncia a reducédo da adstringéncia e do an{atgbSEN et al, 1998; LOPEZ

e DIMICK, 1991).

Proteases (EC 3.4), também conhecidas como psesidau proteinases, sao
enzimas que pertencem ao grupo das hidrolasesc&kdssam a reacdo de hidrolise das
ligacOes peptidicas das proteinas e podem aindssapyar atividade sobre ligacdes
éster e amida. Todas as proteases apresentam twngcau de especificidade de
substrato, em geral relacionado aos aminoacidoshedus na ligagdo peptidica a ser
hidrolisada e aqueles adjacentes a eles. Sdo enatasasificadas basicamente de
acordo com dois critérios: modo de acéo e a naugemica do sitio ativo. De acordo
com o modo de acdo sao divididas em exopeptidgsesatuam nas extremidades da
cadeia polipeptidica, e endopeptidases, que agenligecdes no interior da cadeia
protéica. Dentre as exopeptidases encontram-se adsoxipeptidases. Estas, de
importancia para o cacau, Sao proteases que agextreaidade C-terminal da cadeia
polipeptidica; liberando aminoéacidos livres ou gipdios. As endopeptidases, por sua
vez, sdo normalmente classificadas pela naturefmicpde seu sitio ativo e por seu
mecanismo de acdo em quatro grupos distintos, eleygr quais encontram-se as
proteases asparticas, também de interesse na fwndacaroma em chocolate. Estas
contém &acido aspartico em seu sitio ativo. Em gapabsentam maior atividade em
valores de pH acido e tém maior afinidade por bgacque envolvem aminoacidos
apolares e aroméaticos (KOBLITZ, 2008).

Durante a fermentacdo de cacau a protedlise sadali por endoproteases
asparticas e carboxipeptidases origina oligopepsideaminoéacidos, o que é essencial
para a formacdo do aromaAs endoproteases asparticas lisam proteinas,
preferencialmente nos residuos de aminoacidos fAlWoms, para produzir
oligopeptideos que tém residuos de aminoécido®fbimicos em suas extremidades
finais. As carboxipeptidases tém a importante fand& converter oligopeptideos
hidrofobicos em precursores de sabor de cacau.opdideos hidrofilicos e

aminoacidos livres hidrofébicos, os quais sdo redas para formagdo dos
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componentes de aroma de chocolate tipicos na geeseracicares redutores, durante a
torrefacdo (VOIGT et al., 1994a; MISNAWI et al.,,@). O consenso € que a acao
combinada de duas proteases, endoprotease asgaderma-carboxi-(exo) peptidase,
sobre a fracdo de polipeptideos de reserva glabtipo vicilina (7S)(VCG) rende
precursores do aroma de chocolate. A endopeptiasisértica (EC 3.4.23) hidrolisa
ligacoes peptidicas na VCG junto a residuos de @midos hidrofébicos com
formacédo de oligopeptideos hidrofobicos, substrgt@®s a serina exopeptidase (EC
3.4.16.1) que remove residuos de aminoacidos ldblictis carboxi-terminal (BIEHL et
al., 1993, 1996; BIEHL e VOIGT, 1999; VOIGT et al994b; AFOAKWA et al,
2008). Proteinas de reserva de outras espéciedaiegel peptidases alternativas
relacionados ndo conseguiram produzir precursaesama apropriados.

Voigt et al. (1994a) estudaram o tratamento deudliohs extraidas de sementes
de cacau ndo fermentadas com proteases extraidagprdprias sementes e com
carboxipeptidase A de suinos. A proteina hidroasaplando adicionada de acUcares
redutores e de manteiga de cacau desodorizadaeeidga 120°C, por 10 minutos,
produziu aroma identificado como caracteristico a®colate pela maioria dos
provadores. Com base nos resultados obtidos, o ongampo de pesquisa (VOIGT et
al., 1994b), buscou produzir aroma de chocolatartrple hidrolisados de diferentes
fontes protéicas (coco, nozes e sementes de djragdicando as proteases extraidas
das sementes de cacau. Nenhuma das fontes utdizggl@sentou potencial para
producdo do aroma desejado.

O método de fermentacédo determina a qualidade dioslprodutos produzidos,
especialmente do seu aroma. Variacdes nas cosdigdéermentacdo afetam o pH,
acidez titulavel, e temperatura alcancada durameoesso, influenciando a atividade
enzimatica e o desenvolvimento do aroma (BIEHU.et1890). Kirchhoff et al. (1989)
observaram uma correlacdo entre o acumulo de anidu®livres e a geracao de
precursores de aroma especificos, com processteniiticos dependentes do pH. As
atividades das enzimas-chave sdo dependentes dadtino ao pH 3,8 — 6timo para
endopeptidase aspértica — mais oligopeptideosfblnioms e menos aminoécidos livres
sdo produzidos. Considerando o pH 5,8 o 6timo parima exopeptidase, ha aumento
de oligopeptideos hidrofilicos e aminoacidos hidlbaidos. Com uma rapida queda do
pH (<4,5) é observada reducdo em precursores deaagauma lenta difusdo de acidos

organicos atraves dos cotilédones, de modo quenoemto de inicio da condi¢do de pH
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6timo, a duragdo do periodo de pH 6timo e o pHI 8@ cruciais para o aroma final
(BIEHL e VOIGT, 1999). Ziegleder (1991) comparoxtratos de cacau de acidez
natural (pH 5.5 — 6.5) e alcalino (pH 8) obtidog pxtracdo direta — o primeiro
apresentou um aroma de chocolate mais intenso @ qutimo, sendo isso atribuido
aos altos teores de acidos arométicos e produtaegl@adacdo de agucar com fortes
notas aromaticas de doce e caramelo. Améndoascda cam pH mais baixo (4.75 —
5.19) e mais alto (5.5 — 5.8) apresentaram aromehdeolate menos intenso e maior
teor deoff-flavor respectivamente, em relacdo as améndoas de pithatirio (5.2 —
5.49) que apresentaram aroma intenso de chocdIaAAR et al., 1995). A acidificacdo
durante a fermentacao € critica para a qualidadé do cacau, uma vez que o diferente
pH 6timo de atividades de endoprotease e carbaxiiaese determina a eficiéncia e os
produtos da protedlise. O resultado é uma mistweapdptideos hidrofébicos e
hidrofilicos, os ultimos mais importantes na for&agle notas de aroma tipico. Em
resumo pode-se concluir que a protedlise da gloéwdi essencial para a formacao de
aroma de chocolate. Produtos da hidrolise de madede baixa massa molecular e
acucares redutores contribuem para reagfes deahdaijue produzem o aroma de
chocolate na torrefacdo (ROHAN e STEWART, 1967 afA\KDAKWA, 2008).
Peptideos e aminoacidos livres hidrofobicos, efipamiente leucina, alanina,
fenilanina e tirosina, liberados durante a fermgiapor atividade de protease e
carboxipeptidase (VOIGT et al., 1993, 1994a) cbogm para o aroma pela reacéo
com frutose e glicose (MOHR et al., 1976, LOPEZakt 1978 apud AFOAKWA,
2008).

Voigt et al. (1995) purificaram protease aspartib@ T. cacao em um
heterodimero de polipetideos de 29 e 13 KDa qu®lisdu eficientemente vicilina de
améndoas de Tcacaoe (menos eficientemente) o inibidor de tripsina maptideos
(VOIGT et al., 1994a).

Duas espécies de cDNA, TcAPl e TcAP2 respectivamemgcodificando
diferentes polipeptideos da familia de genes ddease aspartica vegetal, foram
clonadas e caracterizadas (LALOI et al., 2002). Aslgenes foram previamente
induzidos em améndoas em desenvolvimento e mastrsignificativo decréscimo de
expressdo quando as sementes atingiram a maturi@adetanto, a expressdo de

TcAP2 é induzida a niveis mais altos sugerindoajgene codifica a protease aspartica
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priméria na améndoa madura. Deve ser consideradcaméndoas de Tacaotém
normalmente altos niveis de atividade de proteggéraca (VOIGT et al., 1994a).

Misnawi et al.(2002) estudaram os efeitos da incubacao ou atvgEE’C em
shaker orbital a 150 rpm) de enzimas-chave remaness; principalmente
endoprotease aspartica, carboxipeptidase e ineeas améndoas de cacau secas nao
fermentadas e parcialmente fermentadas (2 diasjlesenvolvimento dos precursores
de aroma. De acordo com esse estudo, a incubagi@iada produziu um significativo
aumento na formacgédo de compostos acidos, hidrafdkecaminoécidos totais livres.
Segundo estes autores, o tratamento possivelmBwoel @s proteases remanescentes
em améndoas de cacau ndo fermentadas resultarmmimulo de aminoacidos livres;
entretanto, ao fim da incubacdo, a concentracatesiesninoacidos ndo atingiu os
valores encontrados em améndoas de cacau bem tadaen Para as améndoas
parcialmente fermentadas, em contrapartida, hooweaicdo continuada, de modo que
a concentracado de aminoacidos livres e hidrofobadcancou os valores das améndoas
bem fermentadas apds 24 h de incubacdo. Esseddeoqonfirmar a teoria defendida
por Aquarone et. a({2001) que a fermentagéo da polpa resulta em deks@émento de
microrganismos que fornecem enzimas necessariasapabtencédo final do aroma de
chocolate. Ainda de acordo com Misnawi et al. (3008 peptideos encontrados no po
de cacau desengordurado de améndoas nao fermemtgulsialmente fermentadas
foram bastante similares aos padroes de améndoasebmentadas apds a incubacéo.
A atividade enzimatica remanescente em améndoasaddel secas nao fermentadas e
parcialmente fermentadas foi suficiente para raalizacdes enzimaticas durante a
incubacédo. A atividade de protease (remanescen@m@ndoas de cacau parcialmente
fermentadas e secas) foi relativamente alta: 316% #la atividade original para
endoprotease aspartica e carboxipeptidase, respeetnte.

Hansen et al (1998) estudaram a atividade de sdiseenzimas ao longo do
periodo de fermentacdo. Endoproteases apresenpiiadtimo bastante &cido (3,0) e
ndo foram significativamente inativadas apds 4 dias fermentacdo. Entretanto,
carboxipeptidases apresentaram pH 6timo de atumméatmrno de 6,0, 0 que explica a
nao formacéo de sabor em polpa cuja fermentaca@kernmicial muito acido. Isso &
bastante comum em fermentag8es no Brasil que,rdtaco do que acontece em outras
regibes produtoras, apresenta uma fase de ferndenddgpolica bastante curta, sendo a
fermentacdo acética mais rapida e predominante HZ3PDIMICK, 1991).
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Rodriguez-Campos et al. (2012) avaliaram os efeitoeempo de fermentacéo e
temperatura de secagem no perfil de compostoseimlapos 2, 4, 6 e 8 dias de
fermentacdo seguida de secagem a 60, 70 e 80 €€ ohkservaram que a fermentacéo
exerceu maior efeito no perfil de compostos vodatkei que a secagem. Concentragdes
de alguns compostos indesejaveis ocorreram ap@s&ld fermentacdo e 6 dias foi 0
periodo considerado suficiente para produzir commgosom aroma desejavel em cacau.
O processo de secagem a 70 e 80 °C apos 6 diasnaenfacao resultou em um perfil
de compostos volateis similar ao obtido por secag@sraméndoas ao sol. Entretanto, o
periodo de 6 dias de fermentacdo seguido de secagdh?C foi considerado como a
condicao 6tima para evitar a producamtidlavors

Embora a conversdo de sacarose em glicose e freggsayradual ao longo de
toda a fermentacdo, a atividade de invertase sé pedmedida até o segundo dia de
teste. Uma vez que ndo houve indicios de transpltacicares da polpa para as
sementes durante o periodo, os autores acredit@ma catividade enzimatica tenha
permanecido em niveis ndo detectaveis pelos métatlbszados. Foi encontrada
atividade dep-galactosidaseg-arabinosidase @-manosidase. Todas as glicosidases
estudadas foram resistentes ao processo de fegaerparmanecendo ativas inclusive
nas améndoas secas. A atividade de polifenol-oxidas bastante afetada pela
fermentacdao, ficando reduzida a 5% da inicial, ag@@Enas um dia de teste. Os autores
acreditam que parte da oxidacdo de fendlicos quaeao longo da fermentacéo seja
ndo-enzimética (HANSEN et al., 1998).

A respeito de tratamento enzimatico de améndoasacdau de baixa qualidade
constam na literatura especializada muito pouamthos. Estes se dedicaram apenas a
aplicacdo de polifenol-oxidases exdgenas com divbjde reduzir o teor de polifendis
totais, de taninos e de antocianinas que interfesgnificativamente no amargor,
adstringéncia e na cor das améndoas (LIMA et 8012BRITO et al. 2002). Vale
ressaltar que em ambos os trabalhos citados aagfticde enzimas exogenas foi
considerada benéfica para a qualidade do cacaasten t

Améndoas de cacau de baixa qualidade foram enzenadinte tratadas para
melhorar precursores de aroma de chocolate na giodigliquors (OLIVEIRA et al.,
2011). As amostras enzimaticamente tratadas foratiadas por testes sensoriais de
diferenca do controle e ordenacéo por preferéRabn Teste de Diferenca do Controle,

ao nivel de significancia de 5 %, tratamentos cominga de origem vegetal, animal e
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microbiana foram significativamente diferentes ¢adas améndoas de cacau de boa
qualidade como daquelas de baixa qualidade, eméelao aroma de chocolate. O
tratamento com enzima vegetal foi o de pior redoltauma vez que no Teste de
Diferenca do Controle apresentou-se mais distaat ainéndoas de cacau de boa
qualidade, em relacdo ao aroma de chocolate. Aléso,dno Teste de Preferéncia, este
tratamento foi 0 menos preferido entre os julgaslof@s tratamentos com enzima
animal e enzima microbiana apresentaram melhogsestados, ndo havendo diferenca
estatistica entre eles. No Teste de Diferenca ddr@e obtiveram menores médias e,
portanto, mais semelhanca com améndoas de cachaadqualidade, em relacdo ao
aroma de chocolate. No Teste de Preferéncia naeehditerenca estatistica nem entre
os dois tratamentos nem entre o tratamento commanmicrobiana e o padrdo bom
para aroma de chocolate. Embora, de forma gerdhatbavido diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos em relacdo ammar de chocolate, ndo houve
diferenca, em termos quantitativos, em relacdoivadatle proteolitica das enzimas
testadas. Isso foi apontado como um indicativo we & enzimas testadas possuem
diferentes padrdes de atividade, gerando peptidéa®entes, que s6 em alguns casos
levam a formacdo do aroma de chocolate. Baseadmesiessultados Oliveira et al.
(2011) concluiram que houve uma melhora de 50%roma de chocolate usando a
enzimaFlavorzyme, a qual continha proteases asparticas e épdmiixiases de origem

microbiana sendo que esse processo é objeto daeaie 10 2012 012897 7.

2.3.4. Secagem

O desenvolvimento do aroma nas améndoas de cac#inuso durante a
secagem, sendo esta etapa marcada principalmdatdgsenvolvimento da coloragéo
marrom induzida pelas reacfes enzimaticas de didale polifendis. O uso de
secagem artifical pode aumentar a temperatura doledones (AFOAKWA et al.,
2008). Dimick e Hoskin (1999) reportaram que o eedimento do cotilédone pode
restringir a perda de acidos volateis, com efefiogudiciais no aroma final do
chocolate. A avaliacdo sensorial de améndoas daucaecas usando diferentes
estratégias para a secagem tais como secagem ,amssflacdo de ar, secagem a
sombra e em estufa sugeriu que améndoas secaks@o soelhores no que se refere ao

desenvolvimento de chocolate com poucti-flavors (DIAS e AVILA, 1993;
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BUYUKPAMUKCU et al., 2001; AWUA, 2002; KYI et al2005; GRANVOGL et al.,
2006; AMOYE 2006).

2.3.5 Torrefagao

A torrefacdo do cacau € uma etapa essencial pdesenvolvimento do aroma
de chocolate a partir de precursores formados tRimfermentacdo e secagem. Apés a
torrefacdo hé reducéo da acidez devido a diminud@dooncentragdo de acidos volateis
tais como acido acético (BECKETT, 2000; RAMLI et, &006; GRANVOGL et al.,
2006) mas nao de acidos néo volateis tais comacoxaditrico, tartarico, succinico e
latico (JINAP et al., 1998; AWUA, 2002).

A Reacado de Maillard, uma das mais importantes raptexas reagdes que
envolvem a formacado do aropgimportante na torrefagdo e ocorre em uma laiga fa
de temperatura (100-1%0) para os varios modelos de sistemas aliment{BilORTE et
al., 2007; AFOAKWA et al., 2008). Esta reacdo éoesavel por alguns dos mais
prazerosos aromas conhecidos pelo homem. Falandmodi® geral, a reacdo de
Maillard € uma reacdo entre carbonilas e aminagsal@ente, as carbonilas em
alimentos séo acucares redutores, enquanto am@smpvir de aminoacidos ou
proteinas. Os principais produtos finais da reagéMaillard sdo melanoidinas e outros
compostos nao volateis. Entretanto, mais de 350@postos volateis tém sido
atribuidos a esta reacdo. Mas, se por um lado esli@E®is representam a menor por¢cao
(em massa) dos produtos da reacao, por outro @besssprincipais contribuintes para o
aroma de alimentos. Reineccius et al. (1972), pem@lo, mostraram que enquanto 1,3
g (por 100 g de améndoas) de acUcares redutonesnearidos totais foram perdidos
durante a torrefacdo de améndoas de cacau, ap8nag @e pirazinas foram formadas.
Ou seja, apenas cerca de 0,07% dos reagentes foaasformados em pirazinas
enguanto o restante originou outros produtos. &ies produtos minoritarios que dao a
maior contribuicéo para o aroma (REINECCIUS, 2006).

A reacdo de Maillard é geralmente dividida em #é&dios. O estadio inicial
comeca com uma condensacdo entre um grupo amino a&gucar redutor, levando a
uma N-glicosilamina, no caso do aglcar ser umasaldgue sofre um rearranjo e forma
o chamado produto Amadori (ou Heyns se o acUcartoedor uma cetose). O estadio

intermediario inicia-se a partir dos produtos Amdéeyns, levando a produtos da
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fragmentacdo do aclcar e havendo liberacdo de upogamino. No estadio final
ocorrem reacOes de desidratacdo, fragmentacadzac@b e polimerizacdo em que
grupos amino participam novamente. Especialmentestagao a formacao de aroma, a
chamada degradacdo de Strecker € de extrema imgartdNela, aminoacidos séo
degradados por desaminacao e descarboxilacdo.rias véacdes possiveis acontecem
a depender das condicOes de temperatura, pH eepatdos reagentes (tipo de agucar,
aminoacido ou proteina). Uma visédo geral ¢ dadkigara 6. Deve-se notar que, no
caso de proteinas e peptideos o grupo amino re@tivda lisina e também o grupo N
terminal, uma vez que os grupesmino estdo comprometidos na ligagdo peptidica e,
portanto, ndo disponiveis nem para reacdo de Mhikanem para degradacdo de
Strecker. Isso resulta em um comportamento diferdos aminoacidos se comparados
a proteinas e peptideos. E importante destacaa gquaioria das pesquisas na area de
formacao de aroma pela reacdo de Maillard considé&turas de agucar e aminoacidos
livres, e dificilmente considera misturas acucargina ou acucar-peptideo. Com
proteinas e peptideos, e na auséncia de aminodoides a degradacdo de Strecker
acontece com menos frequéncia, e isto tem consei@sépara a geracdo de aroma
(VAN BOEKEL, 2006).
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Figura 6: Viséo geral da reacédo de Maillard
Fonte: VAN BOEKEL, 2006.

Na Figura 7 tem-se uma visdo mais especifica dadgdio do aroma de
chocolate, que se desenvolve durante a torrefagsi@méndoas de cacau fermentadas.
Os aromas surgem a partir dos precursores criadoantd a fermentacdo por
condensacfes de fungBes aminas com funcgbes cétexasas dos acucares. Os
aldeidos podem se condensar, sendo que a condenshkrafenilacetaldeido
(proveniente da fenilalanina) com o isovaleraldgjoimveniente da leucina) gera o 5-
metil-3-fenil-2-hexanal, que tem o arorda chocolate. Além disso, as cetonaminas se
condensam para gerar pirazinas (PONTILLON, 2009).

A estrutura do aminoacido dita o aldeido resultantambém a amina e acido
que podem ser produzidos da degradacdo do aminoatidatureza do componente
amina é crucial para a formacdo do aroma de checelato que, ndo apenas estes
proprios aldeidos séo ativadores de aroma, masbOeeaposteriores produzem
compostos heterociclicos importantes para as eaisiitas finais. Leucina e glicose
produzem notas de aroma descritas como “chocolate”d treonina, glutamina e

glicose produzem notas de “chocolate” quando adasca 100 °C e valina e glicose,
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aquecidas a 180°C produzem uma nota descrita conozdlate penetrante” (DIMICK

e HOSKIN, 1999). Em um meio &acido, geralmente hinetilfurfural e outros
produtos furfurais sdo formados e em pH neutraessltados da reacdo sdo redutonas.
Os intermediarios sdo complexos e pouco é conhetbdre suas estruturas e natureza
exata da formagdo em sistemas alimenticios. Entgetas compostos intermediérios,
individualmente e quantitativamente dependentesedgdo com substrato e do pH,
polimerizam-se e determinam o aroma final de cltateol Compostos importantes
incluem pirazinas, pirrdis, piridinas, imidazoigzbis e oxazois (DIMICK e HOSKIN,
1999; COUNET et al., 2002; RAMLI et al., 2006; GRXNGL et al., 2006).
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Figura 7: Viséo especifica da formacao filmvor de chocolate
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Alquilpirazinas e aldeidos de Strecker sdo os fp#s compostos volateis
contribuintes para o aroma de chocolate e alguiss destdo listados na Tabela 3
(DIMICK e HOSKIN, 1999; BONVEHI e COLL 2002; BELITZt al., 2004).

Tabela 3Compostos aromaticos 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
Desconhecido
2-etil-3,5-dimetilpirazina
2,3-dietil-5-metilpirazina
(E)-2-Nonenal
Desconhecido
Desconhecido
Fenilacetaldeido
(2)-4-Heptanal
8-Octenolactona
d-Decalactona

gorduroso, terra
Sebo
terra, torrado
terra, torrado
sebo, verde
pungente, grama
doce, ceroso
mel
biscoito
doce, coco
doce, péssego

Fonte: adaptado de BELIT£t al., 2004

2.3.6 Alcalinizacao

A alcalinizacdo é realizada primariamente para mudaor, mas também
influencia o aroma do chocolate. Dimick e Hoskif99) sugeriram que o nibs de cacau
da Malasia e do Brasil sdo caracterizados poragiidez e baixo aroma de chocolate,
limitando o desenvolvimento de possiveis atribul®@saroma no processamento. Sharif
(1997) mostrou que melhoras na qualidade do nibsliguor de cacau destas origens
poderiam ser alcangadas por tratamentos com akmido que chocolates obtidos de
liquor de cacau alcalinizado tiveram melhores aromasudaaqueles obtidos de nibs de
cacau torrado néo alcalinizado. Ele concluiu gadcalinizacdo reduziu a acidez bem

como a adstringéncia e promoveu a intensificacdaroima desejavel.
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Hannum et al. (2002) reportaram que quando doiduypos de cacau
comercialmente disponiveis foram analisados, o0 wasaavemente alcalinizado
apresentou 0,36 mg de flavondides por grama, ebguacacau altamente alcalinizado

apresentou apenas 0,07 mg de flavonéides por gitampeoduto.

2.3.7 Conchagem

A conchagem € o estégio final na fabricacdo do ahte e, portanto, essencial
para o desenvolvimento do aroma final e textura@pada. Nesta etapa os acidos
volateis residuais e umidade s&do removidos, a sidade é modificada e ocorre
mudanca da cor (AWUA, 2002; BECKETT, 2003; REINEOS| 2006; AFOAKWA
et al., 2007).

Beckett (2000) sugeriu que as oxidacdes ocorridedanfase modificam o0s
precursores desenvolvidos na fermentacédo e ndacéie para alcancar o aroma final
havendo eliminacdo de notas de aroma indesejawas @omo de acidez e de
adstringéncia. Fenodis volateis apresentaram 80% retkicdo em andlise por
cromatografia gasosa em poucas horas de conhade@K@I T, 2000).

Dimick e Hoskin (1999) concluiram que os polifen@sravés de oxidacao e
mecanismos enzimaticos, formam complexos com amitos, peptideos e proteinas
havendo reducdo na percepcdo de adstringéncia odedsd interacbes fendlicas
irreversiveis e aroma final mais “adocicado”.

Heinzler e Eichner (1991) reportaram que os conggode Amadori formados
na secagem e torrefacdo diminuem durante a conthaBeconsenso geral que
chocolates mostram acentuado decréscimo no totalffefavors apdés a conchagem
(PONTILLON, 1995; HOSKIN e DIMICK, 1983; PLUMAS dil., 1996; BECKETH,
2003; COUNET et al., 2002).

2.4 CONSTITUINTES QUIMICOS DO AROMA DE CHOCOLATE

Mais de 600 compostos foram identificados em amé&ndie cacau torradas.
Pirazinas, compostos nitrogenados heterociclicomctaxizados por baixo peso
molecular e alta volatilidade, sdo as substanmasirthntes (cerca de 20% de todos os

flavorizantes), seguidas por ésteres (13%), hidrocarbsn@3%) e acidos (11%). A
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maioria desses compostos pode ser encontrada emdaasé cruas, por exemplo
tetrametilpirazina derivada da fermentacdo enzoaatenquanto outros podem ser
formados durante o processo industrial de proddgiohocolate e cacau refinado. A
principal rota de formacdo de pirazinas é atrav@sdedgradacdo de Strecker. As
metilpirazinas, em particular, sdo muito importanpara o aroma de chocolate em
funcdo de seus fortes atributos sensoriais (FEEREXM, 1975; SANAGI et al., 1997,
HUMBERT e SANDRA, 1985; PEREGO et al., 2004; DIMIGKHOSKIN, 1981;
HEINZLER e EICHNER, 1992; COUNET et al., 2002; AFRWA et al., 2009).

Importantes componentes de aroma produzidos dusafgementacéo incluem:
etil-2-metilbutanoato, tetrametilpirazina e certapirazinas, 3-metilbutanol,
fenilacetaldeido, 2-metil-3-(metildithio)furano, €i-3,5-dimetil e 2,3 — dietil-5-
metilpirazina (TAYLOR, 2002). Estudos analiticoantédentificado mais de 600
compostos volateis em produtos de chocolate e cé8@HIEBERLE e PFNUER,
1999; TAYLOR, 2002; TAYLOR e ROBERTS, 2004; REINELS, 2006),
principalmente pirazinas, ésteres, aminas e amid&sjos e hidrocarbonetos.
Schnermann e Schieberle (1997) identificaram oslisegs compostos aromaticos
importantes na fragdo neutra/basica em chocolateiteo 3-metilbutanol, 2-etil-3,5-
dimetilpirazina, 1- octen — 3 — ona, 2-etil-3,6-diithpirazina, 2,3-dietil-5-metilpirazina,
(2)-2-nonenal, 2-metil-3-(metilditio)furano, (E,R)4- nononadienal, B-o-decalactona.
Entre volateis acidos, 14 componentes foram ideatlbs como contribuintes para o
aroma com vanilina (baunilha), adicionada tambénfiabacacéo, seguida por 2- e 3-
acido metilbutandico (amanteigado, rancoso) e aotgfenacho/ xarope de bordo/
caramelo) apresentando as maiores intensidadesma.aEm esséncia os componentes
de aroma importantes no chocolate ao leite paremegmnar-se principalmente na
torrefacdo das améndoas de cacau.

Em seu estudo analitico Counet et al., (2002) ifiesram 60 compostos, entre
aldeidos e cetonas, ésteres, alcoodis, hidrocarmneitrilas e sulfetos. Destes, 10 néo
tinham sido previamente identificados como conistiés de chocolate entre os quais
destacam-se 1l-pentanol (1), 3-(metiltiol)-propide#o, metilbenzeno, pirazina,
etenilpirazina, piridina, 2-metilpiridina, 1-(2-familmetil)-1H-pirrol, 1H-indol, e dimetil
disulfida. Outros dois, benzil alcool e dihidro-21#h3(2H)-furanona, foram reportados
apenas em chocolates ao leite. Comparando as ¢oagfes desses compostos antes e

apos a conchagem Counet et al. (2002) observouagoaioria dos aromas foram
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diferentes entre as amostras analisadas ja antesomtzhagem, indicando que a
fermentacdo e secagem de cacau ndo sao reprodulivdote para lote. Ainda pelo
estudo de Counet et al. (2002) somente algunsei®l@m concentracbes de mg/kg
emergiram como compostos aromaticos importantes cramatografia gasosa
olfatométrica. Estes incluem quatro aldeidos deeckar, 2-metilpropanal, 3-
metilbutanal, 2-meth-ylbutanal e fenilacetaldeiderivados respectivamente de valina,
leucina, isoleucina e fenilalanina. Os trés prim®ircom fortes notas de chocolate,
muito provavelmente tém um grande impacto no ardeeahocolate escuro. O 3-
(etiltiol) propionaldeido é um outro aldeido deeSker fortemente percebido pelo
olfato apesar de suas baixas concentracbes em adguamostras (45 ug/kg).
Heterociclicos nitrogenados especificos das reag@ddaillard foram considerados os
compostos mais importantes no chocolate escuroou3 2), 5-dimetil-2 (ou 3)-
etilpirazina, 3,5-(ou 6)-dietil-2-metilpirazina, etdpirrol, e furfurilpirrol. O grupo etil
em dois compostos de pirazina sugere funcdes ianied para alanina e/ou seu aldeido
de Strecker, acetaldeido, na sintese de aroma atwlale (CERNY e FAY, 1995;
CERNY e GROSCH, 1994). Outros quatro heterociclic8s3-dimetilpirazina,
trimetilpirazina, tetrametilpirazina e 2-isoprofimetoxipirazina foram identificados
sendo a tetrametilpirazina, a pirazina mais abuedam chocolate escuro com uma
concentracdo maior que 6 mg/kg. Ainda de acordo Camunet et al. (2002) dos 33
componentes particularmente aromaticos na fracadrafbdsica trés apresentaram
caracteristicas de chocolate especificamente fd@tewtilpropanal, 2-metilbutanal, e 3-
metilbutanal. O padrdo da fracdo acida — de ararecteristicamente fendlico, doce —
foi muito diferente daquele da fracdo neutra-basisaencialmente com aroma de
chocolate. Somente 6 dos 18 compostos foram arcwsasendo um deles, a vanilina,
adicionado antes da conchagem.

Perego et al(2004), encontrou altas concentracdes de metil@agm amostras
de cacau de diferentes origens (4,98 ppm para Bgua®1 ppm para Granada e 13,91
ppm para Gana).

A Tabela 4 traz a descricdo de alguns compostasisaados ao aroma de

chocolate identificados em cacau.



54

Tabela 4: Compostos caracteristicos de aroma de chocolatéfidados em cacau.

Etapa do processo Compostos identificados Autor/ano
Améndoas fermentadas e 2,5-dimetilpirazina; 2,3-dimetilpirazina; 2,3,5- MISNAWI e
torradas trimetilpirazina; 2,3,5,6-tetrametilpirazina. JAMILAH, 2004
Améndoas fermentadas por . Monometilpirazina; 2,3- dimetilpirazina; 2,5 HASHIN e
dias e torradas em temperatu dimetilpirazina; 2,6-dimetilpirazin; CHAVERON,
de 50-200°C por 30 minutos trimetilpirazina; tetrametilpirazina. 1994

Améndoas fermentadas e ' etrametilpirazina; trimetilpirazina; acetato de
torradas por 5-65 minutos a  fenietila; acetato de isoamila; acetato de 3- 3NAP et al., 1998

110-170°C metilbutil; fenialcetaldeido; benzaldeido; 2-
feniletanol.
Améndoas fermentadas e Alqui!pirazinas; aldeidc_)s; a.IC(_)(’)is_; acidos; HUANG e
torradas entre 120 e 170 © ¢ éstere; cetonas; dimetilpirazina; BARRINGER,
trimetilpirazina; aceitaldeido; metilbutanal. 2011

Dimetilpirazina; trimetilpirazina;

T JINAP et al, 2004
tetrametilpirazina.

Liquor de cacau

2.5 SEQUENCIAMENTO DE PEPTIDEOS

A quimica de proteinas tem passado por grandescesatecnologicos e
cientificos. Isso tem se tornado possivel atragmikgracdo e evolucao de diferentes
técnicas analiticas que permitem gerenciar, amaisategrar dados. Estas envolvem o
isolamento sistematico, identificagdo, quantificag@ sequenciamento de proteinas
expressas em uma organela, célula ou tecido degemiemo, bem como seu estado de
ativacdo, interacdo, alteracdo e suas propriecd@aOERSON et al., 2001 apud
ANDRADE, 2006). Esse cenario tem se caracterizaélm plominio de um novo
método analitico empregado no estudo de protetnaspectrometria de massas (mass
spectrometry - MS). A implementagcédo da espectramde massas para as analises de
peptideos e de aminoacidos tornou possivel a faewio de centenas de proteinas em
experimentos unicos (SALVATO e CARVALHO, 2010).

A MS é um método de determinacdo preciso de mass¢ares. H4 varias
décadas esse método vem se consolidando como é@anmsubstituivel para a
determinacdo de estruturas quimicas, principalmgsteompostos organicos pequenos
e volateis. Durante a década de 1980 foram desedwsl novos mecanismos de
ionizacdo em espectrdmetros de massa para moléguéemies e polares como
peptideos e proteinas, até entdo impossiveis dmseralisados por esta técnica, o que
permitiu que varios problemas bioquimicos pudessenresolvidos (CUNHA, et al.,
2006).
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A MS €, essencialmente, uma técnica de ionizagéageentacdo de moléculas
que sao, depois, separadas em fase gasosa parauwbiespectro segundo a razao
massa/cargani{/2 dos fragmentos. Como a maior parte dos ions eglgarga unitaria,

0 espectro seleciona, na pratica, as massas eeain, tpermite a identificacdo do
composto original. Além de fornecer os pesos atémie moleculares, a técnica da
informacdes estruturais e permite o estudo daicanétdo mecanismo de reacfes além
da analise de misturas (VOGEL, 2008).

O principio de funcionamento de qualquer espectn@nt® massas baseia-se na
deteccéo de ions selecionados de acordo com az@i@nm/z sendo m a massa em u
[massa atébmica unificada, chamada também de D@DRaj] e z a carga formal. A
esséncia da técnica envolve a geracado de ionsAquiepois detectados. A sofisticacéo
surge nos métodos que sdo usados para a gerac®s dessmos ions e no modo de
analisa-los. Existem diversos tipos de espectr@mmate massas, cada qual com suas
vantagens e limitacdes. Porém, todos apresentamessnos componentes basicos:
sistema de introducédo de amostra, fonte de ionizagalisador de massas, detector e
registrador. Um esquema da estrutura basica despaetgdémetro de massas € mostrado
na Figura 8 (DINIZ, 2011).

A A A
de
ions

Espectro de Massas

Figura 8: Componentes basicos de um espectrometro de massas.
Fonte: DINIZ, 2011.
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As fontes de ionizacdo possuem a funcdo de ionfdar maneira suave,
preservando assim a estrutura polipetidica) efeenss compostos a serem analisados
para a fase gasosa. As principais fontes utilizadasElectrospray (ESI) e Matrix-
Assisted Laser Desporption lonizatidALDI). Os analisadores de massas, como 0
proprio nome indica, ttm como funcdo bésica seperdaons formados de acordo com
suas relacdes/z Diversos analisadores de massas, tais como, upads,ion-traps
(tridimensionais e lineares)jme-of-flight (TOF), Fourier-transform ion cyclotron
resonancgFT-ICR), orbitrap, entre outros sdo comercialmente disponiveis a oad
possui aspectos positivos e negativos, de acordo @weexperimento planejado e o
resultado experimental requerido. Estes analisadmvdem ser usados “sozinhos” e de
maneira independente ou acoplados entre si, daingknoa equipamentos classificados
como hibridos, que fazem uso das vantagens ineremteada analisador. Tais
equipamentos permitem que experimentos em sequgaicten) sejam realizados, isto
€, sendo possivel detectar um determinado iontermsnente submeté-lo a uma etapa
de fragmentacdo. Uma vez separados, esses ions dsdectados por
eletromultiplicadoras que constituem os detectorais largamente usados (CANTU et
al., 2008). O sucesso dos métodos de ionizacd® BBALDI e o desenvolvimento de
analisadores de massa em sequeniEadém)levaram a um grande aumento na
resolucéo e sensibilidade do método, tornando-o femamenta essencial nas analises
estruturais e quimicas de peptideos e proteinaslménte os espectrdmetros de massa
permitem selecionar uma s6 molécula ionizada, feagéila e, através da analise das
massas dos fragmentos, conhecer a estrutura dacut@l®riginal, permitindo
determinar, por exemplo, a sequencia de aminoadieasn peptideo (PATTERSON e
AEBERSOLD, 2003; MANN e STEEN, 2004; PIMENTA, 2003)

A eletropulverizacdo é uma das técnicas de ioAzagais utilizada para a
analise de proteinas. Nesse tipo de ionizacaoptaipa € dissolvida em uma solucéo
acidificada a qual € pulverizada em uma agulha lroatda ou um capilar de vidro
revestido de metal - submetida a intenso campoicgéo que causa sua ionizacao.
Uma corrente de gas inerte flui no sentido cordrad da pulveriza¢do, o que causa sua
dessolvatacdo. A proteina, ja ionizada e no estgdoso, é atraida para dentro do
espectrometro de massa, onde é analisada. O te8hdelectrospray ionizationé

comumente empregado para designar tal técnica (GU&tHI., 2006).
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Héa essencialmente trés caracteristicas que fanemgae ESI seja considerada
uma técnica distinta das outras técnicas de ioa@ak primeira destas caracteristicas é
a capacidade para produzir ions multiplamente gades, reduzindo assim a razéfz,
de tal modo que é possivel analisar compostosedadd massa molecular. A segunda
caracteristica € que as amostras a serem analdada® ser introduzidas em solucao,
0 que faz com que seja possivel o acoplamento coitasrtécnicas de separacao. Por
altimo, ESI é uma técnica de ionizacdo suave, mawdo pouca (ou nenhuma)
fragmentacao dos analitos estudados. A Figurasfrddo processo que acontece em
uma fonte ESI. Uma solugédo contendo ions € pagsadam capilar onde € aplicada
uma alta tensdo, positiva ou negativa, ocorrendaoea reducédo/oxidacédo de alguns
ions (etapa a). Nesta etapa é formado um sprasoléied (etapa b). As goticulas
carregadas diminuem de tamanho devido a evapomgaplvente (etapa c), até o
momento em que séo obtidos os ions isolados (d)gRENIZ, 2011).
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Figura 9: Esquema do processo de formacéo de ions numademtetrospray.
Fonte: DINIZ, 2011.

Apds serem gerados na fonte de ionizagcdo, os i@ostransferidos para o
analisador de massas, onde sua raza@ medida. Os principais analisadores de massa

gue acompanham os sistemas de ionizacédo por daéssalgser e eletropulverizacao
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sdo quadrupolo (Q), aprisionamento de ioos {rap) e tempo de véo (TOF Fme of
Flight) (CUNHA, 2006).

Apés o ion de interesse ser formado no espectroniE massas, pode-se
selecionar o mesmo dentro do analisador de masgalgcar uma energia para que esse
ion se fragmente. Esse processo é conhecido cossocticdo induzida por colisdo
(CID), sendo utilizado em sistemas de espectromd&imassas sequencial (MS/MS) e
desempenha um importante papel na determinacaotuzatr de ions e analises de
misturas complexas. O processo CID pode ser dwvidid duas etapas: (a) ativagao do
ion precursor através da colisdo com um gas inenge uma fracdo de sua energia
cinética é convertida em energia interna; (b) disg@o unimolecular do ion precursor
excitado. A formacdo de varios fragmentos provdegenda dissociacdo do ion
precursor fornece informacgdes valiosas sobre atasdrdeste ion, necessarias para sua
identificacdo e caracterizagao (DINIZ, 2011; SCHAM, 2000).

Embora seja uma técnica excelente para a idexg#ic de substancias
desconhecidas, a espectrometria de massas exig® aleu substancias puras. Até
mesmo misturas simples tendem a produzir espemtroplicados que séo, as vezes, de
interpretacdo dificil ou impossivel. Por outro lado quantificacdo de amostras
introduzidas diretamente no espectrometro €, ceaquéncia, dificil porque pode ser
complicado introduzir quantidades conhecidas datanbia na fonte de ions e podem
ocorrer variagbes na abundancia dos ions produzmwsalgumas fontes. Estas
dificuldades facilitaram o desenvolvimento de téamiassociadas, capazes de combinar
a capacidade de separacdo de outras técnicas cespextrOmetro de massas e
permitindo a introducdo no espectrometro de madgapequenas quantidades de
amostras puras de forma controlada. Os candidatis Gbvios sdo os métodos
cromatograficos, para os quais se dispde de isegfpara CG-MS, HPLC-MS, e SFC-
MS. Além dessas técnicas de separacao, outros osépadiem ser usados. As técnicas
de MS-MS, ou espectrometria de massas em sequéstibém podem ser utilizadas
sendo que, em muitos aspectos, elas podem ser neldo que a cromatografia
convencional para andlise de misturas (VOEGEL, 2008\HA, 2006).

Ainda de acordo com Voegel (2008), a introducaetdi de amostras nos
espectrometros de massas muito raramente leva wWtades que podem ser
considerados guantitativos, mesmo se a amostrar@™p tem um s6 componente. Isto

€ consequéncia da alta sensibilidade da técnigan®lmiligramas, normalmente, sao
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suficientes para a obtencéo do espectro) e d&edfiei de ionizacdo, as vezes variavel,
dependendo das fontes de ions. A grande utilidadespectrometria de massas esta na
identificacdo de substancias. Como, entretanto, spearometro de massa esta
frequentemente associado a outra técnica, usuan@atou HPLC, ele funciona como
detector da frente cromatografica. Nestas condicOesquenas quantidades,
reprodutiveis, da amostra entram no espectrometrmassas ao eluir da coluna e a
analise quantitativa torna-se possivel. NessasicE#crassociadas 0 analista tem a
possibilidade de separar misturas complexas, fiEntios componentes e quantifica-
los em uma Unica operacdo. Entretanto, suas plidaiEs como técnica analitica séo
parcialmente reduzidas pela complexidade e custpdrelho.

Falando especificamente sobre o sequenciamentootiEinmas por MS/MS, Cunha
(2006) destaca que nesse tipo de analise, iniciémama amostra de peptideo puro ou
mesmo uma mistura de peptideos obtidos por digest@imatica é injetada no
espectrometro de massa. No caso mais complexoderande peptideos, um peptideo
de interesse é selecionado no 1° filtro de massaduzido e acelerado em uma camara
de colisdo, onde existe uma corrente gasosa deasnmngrte. As colisbes entre as
moléculas do ion peptidico e do gas inerte provoearfragmentacdo da cadeia
polipeptidica (CID). As ligacdes mais labeis sastgmente as ligacbes peptidicas,
seguidas pelas demais ligacbes da cadeia princhsdim, um espectro dessa
fragmentacao é rico em informacdes de sequencia.

Cantu (2008) descreve o sequenciamento de peptitgoaegando MS em seis
etapas, apresentadas a seguir:
i) As proteinas e/ou peptideos a serem analisagle=md ser primeiramente isolados ou
extraidos. Tal procedimento comumente emprega mletgids de extracdo ou de
fracionamento.
i) Os peptideos obtidos podem ser separados pmr daes técnicas de cromatografia
liquida uni- ou multidimensional, ionizados e trf@nslos (ESI ou MALDI) para o
analisador de massas.
iii) Nesta etapa o espectro de massas dos peptidemslos da digestdo enzimatica é
adquirido. Este resultado indica a relagdi e, por consequéncia, a massa molecular
dos peptideos. Para esse resultado da-se o nopepiide mass fingerprifPMF).
iv) Os peptideos previamente detectados durandfe(Phamados de ions precursores)

sdo entdo isolados e submetidos a fragmentacécops&o com moléculas de um gés
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inerte, tal como argoénio, nitrogénio ou hélio. @extro obtido é chamado espectro de
fragmentacdo ou MS/MS.
v) Ao final do processo, os resultados inerentesmsasa molecular (MM) dos peptideos,
obtida a partir do PMF, bem como a informacdo isdad sequencia de aminoacidos
dos peptideos, contida nos espectros de fragmeni@¢&/MS), sdo usados pelos
softwares de busca para “localizar” as proteinasbamcos de dados.

Em relacéo a identificacdo de peptideos e prot&imasacau por MS nao foram

encontrados trabalhos na literatura pesquisada.

2.6 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANIOXIDANTE

A quantificacdo espectrométrica de compostos feoslé realizada por meio de
uma variedade de técnicas, todavia, a que utilizmagente de Folin-Ciocalteu figura
entre as mais utilizadas. O reagente consiste deuraidos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungstéencontram-se no estado de
oxidacdo 6porém, em presenca de certos agentes redutorg® 08 compostos
fendlicos, formam-se os chamados molibdénio atuhgsténio azul, nos quais a média
do estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 ec#jaecoloracdo permite a
determinacdo da concentracdo das substancias masjuigue ndo necessariamente
precisam ter natureza fendlica (SOUSA et al., 2B@DNOLI et al., 2004).

Evidéncias epidemioldgicas crescentes do papelinergos antioxidantes na
prevencdo de certas doencas tém conduzido ao ddgemnto de grande numero de
métodos para determinar a capacidade antioxidarREREZ-JIMENEZ e
SAURACALIXTO, 2006). Dentre os principais métodoslizados pode-se citar o
FRAP (baseado no poder de reducdo do metal) e SABDPPH (baseados na captura
do radical organico) (FRANKEL e MEYER, 2000; SANCEHMORENO, 2002;
ARUOMA, 2003). De acordo com Pérez-Jiménez e Salixéa (2006), ABTS, FRAP
e DPPH sao alguns dos mais usados atualmente.

O método DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) € umétodo colorimétrico rapido
e eficaz para estimar a atividade antiradicalaradical DPPH é um composto organico
estavel contendo nitrogénio com uma forte absoeg@oumax 517 nm e uma cor
puarpura escura. Depois de reagir com compostoexaaidintes, ele € reduzido e a cor

muda para amarela. A mudanca pode ser medida paspettrofotometro e plotada
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contra a concentracdo. Para expressar a atividagadicalar (ou % SRL) utiliza-se o
EC50, ou seja, a concentracdo minima necessaaaopantioxidante reduzir em 50% o
DPPH inicial da reacdo (RUFINO et al., 2007a). Bravilliams et al. (1995)
propuseram o método envolvendo a utilizacdo do DPRId qual compostos
antioxidantes reagem com o radical estavel em wheg&o de metanol ou etanol. A
reducdo do DPPH: acompanhada pelo monitoramento do decréscinabsarbancia
em comprimento de onda caracteristico durante @doeeEm sua forma radical, o
DPPH apresenta absorbancia a 517 nm, mas sob reduc&onpantioxidante (AH) ou
uma espécie radical {Ra absorbancia diminui.

As vantagens do método DPPH séo: avaliar uma grqualetidade de amostras
rapidamente; um método sensivel que detecta pesjgenaentracdes do ativo testado;
permite avaliar antioxidantes lipofilicos, jA quesalvente do processo é metanol ou
etanol (VEDANA, 2008).

Outra metodologia que tem sido bastante aplicades pgesquisadores € o
método utilizando o radical ABTS, que apresenta pomcipais vantagens em relacao
aos demais, ser utilizado tanto para extratos filidas como lipofilicos e a forma de
expressao dos resultados como valor TEAC (atividaudi@xidante total equivalente ao
trolox), facilitando assim comparacdes entre do®ralimentos. O radical ABTS
(2,2°- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulf@)) pode ser gerado por meio de
uma reacao quimica, eletroquimica ou enzimaticarmamente se utiliza o persulfato
de potéassio. O radical formado é um cromoéforo estguimicamente e com elevada
solubilidade em agua e um maximo de absorbanciddem com medidas secundarias
de absorbancias de 645, 734 e 815 nm (MILLER £1883; RE et al., 1999; RUFINO,
2007D).

Pulido et al. (2000) descrevem o método FRABriic Reducing Antioxidant
Power — Poder Antioxidante de Reducao do Ferro) coma alternativa desenvolvida
para determinar a reducdo do ferro em fluidos biolis e solucbes aquosas de
compostos puros. O método pode ser aplicado naerdenpara estudos da atividade
antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, nsnbém, para o estudo da
eficiéncia antioxidante de substancias puras, cesultados comparaveis aqueles
obtidos com outras metodologias mais complexaseagdo ocorre pela formacéo de
um complexo TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazinapm o Fe (lll), de cor amarelada.

Na presenca de um antioxidante, o ferro presentedézido, dando origem ao
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[Fe(Il)(TPTZY]**, de coloracdo azul escura. A reacdo acontece endepi3,6 e a
absorbancia maxima é de 593 nm. Os valores de ipHeteito importante na reducao
da capacidade antioxidante. Em condi¢cdes acidasducdo da capacidade pode ser
suprimida devido a protonacdo com compostos antioxes, enquanto que em meio
bésico, ocorre a dissociacdo de prétons de congpdstmdlicos que pode aumentar a
capacidade de reduzir uma amostra (HUANG et aD5R0Uma das criticas a esse
método consiste no fato de que a capacidade decdedobtida ndo reflete
necessariamente na atividade antioxidante da aa@S@GINSKY; LISSI, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 PREPARO DAS AMENDOAS

As améndoas utilizadas foram doadas por empresesitiadoras de cacau da
cidade de Ilhéus — BA. Foram obtidos pacotes coiasteb000 g de améndoas
fermentadas e secas classificadas dentro das gsopmpresas, em dois grupos:
améndoas de baixa qualidade (ardésia) e améndolasadqualidade (a serem usadas
como padréo de formacao de aroma durante a tofi@fac

Os dois grupos de améndoas foram limpos (sepade@&ombrido, tegumento e
radicula) conforme a necessidade e os cotilédarresnf armazenados a temperatura
ambiente até o momento da moagem.

Os dois grupos de améndoas assim obtidos (amértdma qualidade e
arddsia) foram moidos com auxilio de almofariz #ilpi até a obtencdo de um pé fino

que foi armazenado a -18°C, até 0 momento daagd.

3.2 TRATAMENTO ENZIMATICO

Aliquotas de 60 g do po obtido da moagem de ardésaan pesadas em frascos
de 250 mL e adicionadas de 120 mL de agua destidgéd do meio foi entdo ajustado
para 3,5 por adicdo de &cido acético. Em seguideassos foram levados a banho de
agitacéo e adicionados da protease aspartica emidpde equivalente a 22000 u.a. Os
frascos foram incubados a 50°C por 8 horas sendumds a banho de gelo apés o
tempo de reacdo. Seus conteudos tiveram o pH nowamagustado (pH=7,5, ajustado
com solucdo NaOH 10N) e houve adicdo da carboigeege também em quantidade
equivalente a 22000 u.a.. Nova incubagdo (36°C8pboras) teve inicio. A enzima
utilizada para o tratamento foi a Flavorzyme®, pr&ide origem microbiana contendo
atividade de endopeptidase e carboxipeptidase célles por essa enzima foi baseada
em estudo prévio conduzido por OLIVEIRA et al. (2pho qual foram testadas, para
fins de comparacédo, enzimas de origem animal —iqeepsina (endoprotease aspartica)
e carboxipeptidase A de suino —; enzima microba@mendo endo e exopeptidases e
as enzimas vegetais extraidas do cacau — endoggoteaarboxipeptidase contidas no
extrato bruto das sementes ndo fermentadas. Aracsitedas a partir dos diferentes

tratamentos enzimaticos foram avaliadas sensondéneem relacdo ao aroma de
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chocolate, por Teste de Diferenga do Controle ¢eTés Ordenagéao — Preferéncia. Os
testes sensoriais realizados indicaram a enzimeohiéma como aquela que produziu
caracteristicas de aroma que mais se aproximamodwazobtido a partir de améndoas
de cacau bem fermentadas. O material resultantetdonento enzimatico foi seco em
estufa de circulagcéo de ar a 50°C por 5 horas ezemado sob congelamento (-18°C)

até o momento da torrefacdo. O tratamento foizadd em triplicata.

3.3 TORREFACAO

As amostras a serem submetidas a analise quimiater{gl enzimaticamente
tratado e seco) foram distribuidas em bandejasluei@io, em camadas de 2 a 3
milimetros de espessura. Estas foram levadas fagpteviamente aquecida a 120°C,
por 12 minutos. As condi¢Oes de temperatura e temippadas foram estabelecidas
com base em dados apresentados por Voigt efl@94a). Vale destacar que para a
analise de peptideos as amostras ndo foram torradas

Para a obtencéo dos padrdes partiu-se de amédel@asau de boa qualidade e
ardésia ndo submetidas a tratamento enzimaticacagem. O pd obtido através da
moagem dessas améndoas passou diretamente papaadettorrefacdo. Obteve-se,
desta forma, material com aroma de chocolate besengdelvido (PB) e pouco
desenvolvido (PR), respectivamente, que serviramocpadrao para comparagdes nas

andlises quimicas.

3.4 SEQUENCIAMENTO DE PEPTIDEOS

Apods as etapas de preparo das améndoas, trataewritoatico, secagem e
torrefacdo obtiveram-se trés grupos de amostrareansanalisados quimicamente, a
saber: ardosia que foram enzimaticamente trataskasgs e torradas (TE); arddsia,
torradas, utilizadas como padrédo de baixa qualigeada aroma de chocolate (PR) e
améndoas de cacau suficientemente fermentadaadasirutilizadas como padrdo de
boa qualidade para aroma de chocolate (PB). As ar@sstras obtidas foram
processadas para extracdo de peptideos e submatatzdise por espectrometria de

massas, para verificacdo da presenca de peptidiEtereninacao de sua sequencia.



65

Para a extracdo peptidica foi utilizado o protoqmdrdo descrito em Castro et
al. (2010). Aliquotas de 2 g das amostimam suspendidas em 10 mL de agua
deionizada a 80 °C, sonicadas e mantidas em baaha;ma mesma temperatura, por
20 minutos. Para a extragdo dos peptideos, a arfosticidificada com 1QL de HCI
0,1 M gelado (concentracao final de 10 mM de HCHoaicadas trés vezes com 20
pulsos de 4 Hz. A amostra foi entdo centrifuga@®@x g, por 40 minutos, a 4°C e 0
sobrenadante foi coletado. O sobrenadante foi celiaifugado (100.000 x g, 60
minutos, 4 °C), transferido para um filtro de eséo molecular que impede a passagem
de moléculas inferiores a 5.000 Da (Millipore, Meekcentrifugado novamente a 660 x
g, por 1 hora, a 4°C. A fracdo da amostra com mdads000 Da foi limpa em sistema
de extracdo em fase sélida (coluna C18 — OasiseMdjae concentrada sob vacuo.
Aliquotas de 3,219 do pellet resultante foram ressuspensas epl e acido férmico
0,1% (solvente A) e submetidas a analise por crognatia liquida Easy nLC I
(Thermo Scientific, USA) acoplada ao espectromedgomassas LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo Scientific, USA). Os peptideos foram seg@seem gradiente de eluicdo de 5 —
45% de solvente B (0,1% acido formico em acetdajtdurante 90 minutos, em um
fluxo de 200 nL/min. As amostras foram carregadasima prévia coluna (ID 10@m
x OD 360um), empacotadam housecom 5 cm de particulas Jupiter C18 deuh®
(Phenomenex) e separadas em coluna analiticafrioma ponta (ID 75um, OD 360
um) preparadas e empacotadtatiousecom 15 cm de particulas Acqua C18 dend
(Phenomenex). Os dados foram adquiridos automaticnem modo dependente (data
dependent aquisition, DDA) ap0s geracdo de mulipteptideos protonados por
ionizacdo em eletron spray (ESI), seguido de diagdo em MS/MS (Top 10) por
colisdo com nitrogénio (CID) em intensidade de 1B0aeV, voltagem no capilar do
nanofluxo de 2,3 KV e temperatura da fonte de 25@@mpo de inje¢do no lon-Trap
foi fixado a 100 ms e a injecdo no FT-MS a 1000coms resolucdo de 30000 em m/z
300 — 1800. Para o scan no IT a fragmentacéao &izesla com limite minimo de 5000
counts e exclusdo dinamica em 70 segundos. Osvamuaw foram analisados no
software PEAKS (6.0).
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3.4.1 Andlise dos resultados

A sequencia dos peptideos detectados foi idesdificoor sequenciamentiz
novo aplicando o software PEAKS 6.0 Os parametroszatilbs para a analise estédo
descritos na Tabela 5. Embora ndo seja uma téquieatitativa, uma vez que a
intensidade do sinal detectado esta diretameraeioelada a capacidade de ionizacéo
do composto e ndo a sua abundancia na amostraptidens identificados com maior
grau de certeza pelo software tém uma boa protdat@i de serem também os em maior
concentracdo na amostra, por dois motivos distinljs 0 grau de certeza da
identificacdo € sempre maior quanto maior (maiensb) for o sinal detectado e b)
todas as substancias analisadas eram compostamigiaras de aminoacidos, o que
reduz a possibilidade de existirem grandes dife®nm@ capacidade de ionizagédo de
cada peptideo. Assim, para a selecao dos pepfidietificados a serem considerados
para analise foi aplicado o valor de ALC% (averdmmal confidence). Esse valor
considera o escore individual de cada aminoacumltallconfidence %) em relacdo ao
namero de aminoacidos do peptideo e reporta o miaerpeptideos sequenciados
identificados corretamente. De acordo com o fabhteca@o software, valores de ALC
superiores a 55% séo considerados de alta confiangae nédo significa que toda a
sequencia esteja correta, uma vez que o inicifine de espectros de massa sao de mais

dificil sequenciamento de novo, em virtude da rédwta relacéo sinal/ruido.

Tabela 5: Parametros para andlise e sequenciamento de
peptideos

Parametro
Tolerancia de erro dos ions
precursores 5.0 ppm
Tolerancia de erro dos ions
fragmentos 0.5 Da
Enzima usada para obtencdo dos
peptideos nenhuma
Quantidade maxima de
modificacdes por peptideo 3
NuUmero de possiveis sequencias
reportadas para cada peptideo 5

Para identificagdo e levantamento de possiveiseimad de origem dos
peptideos selecionados foi realizada busca noNsiBI BlastP. As sequencias de
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interesse (sequencia teste) foram lancadas, senaecido, para cada uma delas, todas
as sequencias do bancgulfject sequengeque foram alinhadas com a mesma. Para
selecdo das possiveis proteinas de origem foraren@mos dois parametros: a)
identidade iden) e b) cobertura da sequencia tesiae(y coverage Dessa forma
foram levantadas, em média, 10 possiveis protedeasrigem para cada uma das
sequencias teste, sendo todas com valoretedeéde 100% e valores dpiery coverage
entre 44 e 100%. Assim, para cada proteina asdeni@@ada foi feito um estudo da
sequencia completa da mesma no intuito de idestificsequencia teste na proteina e

obter informagdes dos seus aminoacidos laterais.

Para a analise estatistica dos resultados obtaladifizada a Distribuicdo de
Frequéncias. Esta consiste no agrupamento de dadoslasses, de tal forma que
contabilizamos o numero de ocorréncias em cadaecl@ nimero de ocorréncias de
uma determinada classe é denominada frequéncidutb$f). O objetivo € apresentar
os dados de uma maneira mais concisa e que noggentrair informacéo sobre seu
comportamento. A seguir, estdo apresentadas algutediicOes necessérias a

construcao da distribuicdo de frequéncias.

Frequéncia absoluta ou, simplesmente, frequéndgaé @ numero de observacoes
correspondente a cada classe.

Frequéncia relativa {f € o quociente entre a frequéncia absoluta dassela
correspondente e a soma das frequéncias (totaivaloleg.

Frequéncia relativa percentu&ldp): € obtida multiplicando-se a frequéncia relapea
100%.

Frequéncia acumulada (F): é o total acumulado (sdm#&odas as classes anteriores até
a classe atual.

Frequéncia acumulada relativa,)(Fé o quociente entre a frequéncia acumulada da
classe correspondente e a soma das frequénciasofteervado).

Frequéncia acumulada relativa percentug{)- € obtida multiplicando-se a frequéncia

acumulada relativa por 100%.

3.5 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS

A concentracdo de fendlicos totais das amostradei@rminada com o reagente

Folin-Ciocalteu de acordo com o procedimento des&m Singleton e Rossi (1965).
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Resumidamente, fez-se a reagdo de 0,50 mL da armstn 2,5 mL de reagente de
Folin-Ciocalteu 0,2 mol/L durante 4 minutos. Emugdg adicionou-se 2 mL de solucdo
saturada de carbonato de sodio (cerca de 75 ghistura de reacdo. As leituras de
absorbancia foram realizadas a 760 nm, apds aagéoba temperatura ambiente por 2
h. O &cido gélico foi usado como padréao de reféeaéams resultados foram expressos
em mg de acido galico/100 g de amostra. As andisam feitas em triplicata. Foram

utilizadas quatro solucbes de extracdo, a sabetanwle metanol 50%, seqlencial e

acetona 70%.

3.5.1 Analise dos resultados

Os dados obtidos foram exportados para o prograstaistico SISVAR 5.0
(FERREIRA, 2007) e submetidos a andlise de va@@ABIOVA. Utilizou-se o teste de

Tuckey para comparacao das médias das amostragehde 5% de significancia.

3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi determinada pelos rdésoDPPH (expresso como %
DPPH, umol Trolox, umol &cido ascérbico), ABTSufol Trolox e umol acido
ascorbico) e FRAPufmol sulfato ferroso) conforme procedimentos dessrégm Brand-
Williams et al. (1995), Rufino et al. (2007b) e Rof et al. (2006), respectivamente.
Foram utilizadas, para cada método, quatro solugéesxtracdo, a saber: metanol,

metanol 50%, sequencial (acetona 70% seguido denwiéi0%) e acetona 70%.

3.6.1 Obtencéo do extrato

Pesou-se 1,25 g de amostra e fez-se a adicao tleda solucdo extratora sendo
a mistura homogeneizada e deixada em repouso pairedos a temperatura ambiente.
A mistura foi entdo, sonicada por 30 minutos. Rilecese a filtracdo em papel filtro e
avolumou-se para 25 mL com 4gua destilada. Espagifnte para a solucdo extratora
sequencial, fez-se a adicdo de 5 mL de solucaaetersa 70% e 5 mL de solucédo de

metanol 50%.
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3.6.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo éodo DPPH

A partir dos extratos obtidos no item anteriorafarpreparadas as diluicbes em
triplicata. Em ambiente escuro, uma aliquota dentl,lde cada diluicdo do extrato foi
transferida para tubos de ensaio com 3,9 mL deab®PPH (solucdo DPPH x mM) e
homogeneizada em agitador de tubos. Da mesma fd@yhanL da solucdo controle
(solucéo controle de alcool metilico, acetona eagfpi transferido para tubos de ensaio
contendo 3,9 mL do radical DPPH e a mistura foi bgemeizada. Alcool metilico foi
utilizado, como branco, para calibrar o0 espectéofmtro. As leituras no
espectrofotometro foram feitas a 517 nm. Vale destajue tais leituras foram
monitoradas a cada minuto, de modo a observar @cdiedda absorbancia até sua

estabilizacdo. A leitura da absorbancia final &ilief apos a estabilizacdo da mesma.

3.6.3 Determinacao da atividade antioxidante pelo é@odo ABTS

O ensaio com o radical livre ABTS foi obtidela reacdo ABTS (7 mM) com
persulfato de potassio (2,48, concentracao final). O sistema foi mantido eporeso,
a temperatura ambiente por 16 horas em auséndizd&ma vez formado o radical
ABTS™, diluiu-se com etanol até obter um valor de ak&ucka entre 700 e 705 nm.

A partir do extrato obtido no item 3.6.1, prepassuas diluicdes em triplicata.
Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquotaOdelL3de cada diluicdo do extrato
para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical AB&homogeneizou-se em agitador de
tubos. A leitura no espectrofotdmetro foi realizada34 nm apds 6 minutos da mistura
sendo utilizado o alcool etilico como branco, pzakbrar o equipamento. A partir das
absorbancias obtidas das diferentes diluicbes dtvates foi possivel determinar a

equacao da reta para calculo da atividade antintedatal.
3.6.4 Determinacao da atividade antioxidante pelo é@odo FRAP
A partir do extrato obtido no item 3.6.1, prepasauas diluicbes em triplicata.

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquotaOdel9de cada diluicdo do extrato

para tubos de ensaio, acrescentando-se em sedglildal2de agua destilada. Fez-se a
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adicdo de 2,7 mL do reagente FRAP e a misturadodgeneizada em agitador de
tubos e mantida em banho-maria 4&37As leituras de absorbancia foram feitas a 595
nm apos 30 minutos da mistura preparada utilizado-reagente FRAP como branco
para calibrar o espectrofotometro. A partir dasodifncias obtidas das diferentes
diluicbes dos extratos foi possivel determinar aagg§o da reta para célculo da

atividade antioxidante total.

3.6.5 Analise dos resultados

Os dados obtidos foram submetidos a analise déinca ANOVA e teste
Tuckey de comparacdo de médias ao nivel de 5% gieficdincia com auxilio do
Programa SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2007).

3.7 DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO DE VIABILIDADE

Um plano de negécio é um documento que descrewbjesvos de um negdcio
e quais passos devem ser dados para que ess@goslgefjam alcancados, diminuindo
0S riscos e as incertezas. A tecnologia de trateamenzimatico de arddsia para
melhoria do aroma de chocolate apresenta-se deafbastante promissora dados os
resultados de testes realizados por Oliveira et(2111). Diante disso e da boa
possibilidade de gerar, com base nessa tecnologiagmpreendimento promissor, 0s
pesquisadores envolvidos no projeto buscaram para@m o Instituto para o
Desenvolvimento de Empresas de Base Tecnoldgicdit(ito EBT) que integra o
Parque Tecnoldgico de Belo Horizonte (BH.TEC).

Foram realizadas reunides na sede do Instituto B8 quais resultou um
estudo de viabilidade. Neste foi feita, inicialmeena caracterizacdo da tecnologia e
levantamento da oportunidade real de negocio; idé@scrdo mercado no qual a
tecnologia se insere, bem como de seus aspectdat@s; descricdo da oportunidade
de negocios com levantamento de ameacas, forcaquelzas e estratégias de
comercializacdo; levantamento de barreiras e riseladivos ao projeto. A partir da
andlise das informacdes levantadas foi possivedramnclusdes no que se refere a
viabilidade do negdcio.
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4.1 SEQUENCIAMENTO DE PEPTIDEOS
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Com base nas condi¢cfes de analise apresentadeeramate (item 3.4) foram

realizados 8882 MS scans para a amostra de arttéss@a enzimaticamente (TE).

Destes, 6834 scans seguiram para espectrometmaskas ertandem(MS/MS) sendo

que um total de 1004 peptideos foram sequencigdosromatograma obtido, em

contagem total de ions (TIC total ion count), egtéesentado na Figura 10.

LC/MS:
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Figura 10: Cromatograma da amostra TE

A Tabela 6 lista as sequencias dos peptideos dateamTE identificados com

grau de confianca igual ou superior a 90% (ALC%).

Tabela 6: Sequéncias de peptideos com grau de confiangadgualperior a 90% encontrados na

amostra TE.
Tamanho ALC
Peptideo da (%) m/z Massa ppm Confianca local (%)
sequéncia 5
Leucina Leucina Treonina 5 97  3.001.974 5.983.802 0.0 99 99 99 95 95
Arginia Prolina
Fenilalanina Glutamato Leucin 95  4.017.084 8.014.021 0.1 96 99 98 92 89 96 96
Leucina Glicina Serina Histidin:
Metionina Lisina Alanina 7 92 4.082.611 8.145008  -2.6 90 95 93 95 90 89 96
Leucina Prolina Lisina Lisina
Leucina Aspartato Asparagine
Tirosina Aspartato Asparagine - 80 91 96 99 100 96 99 99
Serina Alanina Glicina Lisina - 91 Sl s 99 99 73 63
Valina Serina
Aspartato Prolina Valina Valina  ; 90  3.657.032 7.293.909 1.4 89 93 92 93 92 86 86

Leucina Serina Treonina
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Os espectros de massas relativos a esses pepddtas apresentados nas
Figuras 11 a 15. Nesses espectros é possivel abgserfragmentos complementares b
ey.
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Figura 11: Espectro de massas do peptideo Leucina Leucinaifigedrginina Prolina / amostra TE.
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Figura 12: Espectro de massas do peptideo Fenilalanina Gltddreacina Leucina Glicina Serina
Histidina / amostra TE.
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amostra TE.

T m/z



73

LDNYDNSAGKVS

i e A T
T ¥ N

H—D—t L-'yMa
: ]

\

\

200 400 600 800 1000 1200

Figura 14: Espectro de massas do peptideo Leucina Aspart@@radgina Tirosina Aspartato Asparagina
Serina Alanina Glicina Lisina Valina Serina / amastE.
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Figura 15: Espectro de massas do peptideo Aspartato Prolilaa\éalina Leucina Serina Treonina /

amostra TE.

Para a amostra de améndoas de cacau de boa gadkri)d considerada padrao
de aroma de chocolate bem desenvolvido, foramzesils 8877 MS scans. Destes
6004 seguiram para MS/MS sendo que um total dep2p#deos foram sequenciados.
O cromatograma obtido, em contagem total de ion€ (®tal ion count), pode ser

observado na Figura 16.

LC/MS: amostra PB
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Figura 16: Cromatograma da amostra PB
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A Tabela 7 lista a sequéncia do peptideo da am&&raom mais de 90% de

grau de confianca.

Tabela 7: Sequéncia de peptideos com grau de confiancaogusliperior a 90% encontrados na amostra
PB.

Tamanho ALC
Peptideo da (%) m/z z Massa ppm Confianga local (%)
sequéncia
Leucina Aspartato
Asparagina Tirosina
Aspartato Asparagina Serina 11 96 6.417.8982 12.815.625 2.0 82 929%79190891850 9998
Alanina Glicina Lisina
Triptofano

O espectro de massas relativo a esse peptidespodbservado na Figura 17.
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Figura 17: Espectro de massas do peptideo Leucina Aspartg@radgina Tirosina Aspartato Asparagina

Serina Alanina Glicina Lisina Triptofano / amos#g&

Para a amostra de arddsia (PR), considerada padréaroma de chocolate
pouco desenvolvido, foram realizados 8646 MS scBestes 7683 seguiram para
MS/MS sendo que um total de 1686 peptideos foieszjado. O cromatograma obtido,

em contagem total de ions (TIC, total ion courd)aepresentado na Figura 18.
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LC/MS: amostra PR
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Figura 18: Cromatograma da amostra PR

A Tabela 8 lista as sequéncias dos peptideos dsteni®R com mais de 90% de

grau de confianga.

Tabela 8: Sequéncias de peptideos com grau de confiancadgualperior a 90% encontrados na

amostra PR.
Tamanho
Peptideo da ALC (%) m/z z Massa ppm Confianca local (%)
sequéncia
Lisina Valina Leucina Aspartato
Fenilalanina Lisina Prolina Valina 9 94 5.228.265 2 10.436.379 0.4 9296 9976991395 9597
Valina
Leucina Serina Fenilalanina Glicir
Valina Alanina Leucina Lisina 9 93 4.742.985 2 9.465.851 -2.9 e 951998098 S
Leucina
Aspartato Glutamato Glutamato
Glicina Aspatartato Fenilalanina 10 93 5.973.084 2 11.925.974 4.1 8597100 99 94 90 89
L X . .2 96 95 88
Lisina Leucina Leucina Lisina
Fenilalanina Glicina Aspartato
Serina Prolina Tirosina Histidina 9 92 5.417.532 2 10.814.86€ 4.6 S 9201(;2 SEertg
Fenilalanina Leucina
Valina Leucina Glutamato Tirosina 92 4317.695 2 8.615.211 3.9 79 9196 86 96 98 98
Leucina Leucina Leucina
Leucina Glicina Leucina Glicina
Treonia Prolina Treonina Lisina 10 91 5.313.215 2 10.606.27€ 0.6 2R O S B 0
~ . . 93 95 89
Lisina Fenilalanina
Arginina Alanina Histidina Valina 90  3.467.150 2 6.914.129 3.6 9087 82939597

Prolina Leucina

Os espectrogramas de massas relativos a essedepspodem ser observados

na Figuras 19 a 25.



76

KVLDFKPVV

Intensity (%)

‘ . ¥ T mi/z
200 400 600 800 1000

Figura 19: Espectro de massas do peptideo Lisina Valina Laukspartato Fenilalanina Prolina Valina
Valina / amostra PR
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Figura 20: Espectro de massas do peptideo Leucina Serinakemila Glicina Valina Alanina Leucina
Lisina Leucina / amostra PR
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Figura 21: Espectro de massas do peptideo Aspartato Gluta®latamato Glicina Aspartato
Fenilalanina Lisina Leucina Leucina Lisina / ama$?R
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Figura 22: Espectro de massas do peptideo Fenilalanina Gidpartato Serina Prolina Tirosina
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Figura 23: Espectro de massas do peptideo Valina Leucina i@aitaTirosina Leucina Leucina Leucina
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Figura 24: Espectro de massas do peptideo Leucina Glicinaih@licina Treonina Prolina Treonina

Lisina Lisina Fenilalanina / amostra PR
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Figura 25: Espectro de massas do peptideo Arginina Alaninadifia Valina Prolina Leucina / amostra
PR

4.2 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS

Os resultados da determinacdo da concentracdondéctis nas amostras TE,
PB e PR estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Concentracao de fendlicos (mg acido gélico/100gsampnas amostras PB, TE e PR.

Solugéo de

~ PB' PB" PB™ TE' TE" TE™ PR’ PR" PR™
extrag&o

| 659,73 659,73 663,23 326,42 333,90 330,80 861,80 5,086 868,39
Il 788,48 791,85 801,93 1150,91 1165,84 1158,37 1669,84 1679,71 1674,78
Il 1203,32 1206,83 1205,07 1814,24  1821,70  1817,97 1020,91 7,402 1024,20
v 1250,69 1254,10 1264,34 1493,65 1481,19 1487,42 2348,98 235555 2352,27

Solucdes de extracéo: | - Metanol; Il - Metanol 5086~ Sequencial (Acetona 70% seguido de Met&@8k); IV - Acetona 70%.
Amostras: TE — ardésia tratadas enzimaticamenter RBiéndoas bem fermentadas, ndo tratadas, paelfioadqualidade para

aroma de chocolate; PR — améndoas insuficientenfentgentadas, ndo tratadas, padrdo de baixa gdeligara aroma de
chocolate.

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados da determinacdo da atividade addoi nas amostras TE, PB e

PR estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10:Atividade antioxidante nas amostras PB, TE e HBspmétodos DPPH, ABTS e FRAP.

Solucdes DPPH DPPH ABTS ABTS FRAP
Amostra  de % DPPH umol umol Hmol
extragao Mmol Trolox  ascorbic Acid MO TrOIOX  ascorbic Acid  FemOUS
sulphate
l 67,65 682,48 605,30 1250,77 802,09 146,36
B I 70,86 662,31 589,39 1395,06 908,11 148,67
n 72,38 1001,03 811,92 2600,09 1267,42 207,
v 71,82 990,48 760,22 1517,96 1095,84 1,5
l 27,37 510,21 381,68 936,52 610,58 78,56
e I 11,25 864,58 744,43 1566,58 938,23 208,29
1] 17,20 1208,50 1033,61 1988,07 1213,597 213.67
v 33,30 3522,52 2808,12 2772,28 1700,42 228 56
! 56,04 2147,38 1585,20 464,23 264,22 225,54
PR I 83,42 4375,68 3097,58 2171,86 1101,33 449,96
n 58,58 2432,71 1897,31 1321,68 753,78 261,00
v 30,50 1834,88 1312,91 1698,52 1004,20 (79,

Solucdes de extracéo: | - Metanol; Il - Metanol 5086~ Sequencial (Acetona 70% seguido de Met&@8k); IV - Acetona 70%.
Amostras: TE — arddsia tratadas enzimaticamente;- RBiéndoas bem fermentadas, néo tratadas, paelfioadqualidade para
aroma de chocolate; PR — améndoas insuficientenfentgentadas, ndo tratadas, padrdo de baixa qdeligara aroma de

chocolate.

4.4 ESTUDO DE VIABILIDADE

O estudo de viabilidade elaborado em parceria cdnstiduto EBT apresenta a
caracterizagdo da tecnologia de tratamento enzima@e ardésia para melhoria do
aroma e, consequentemente, da qualidade globathaolate obtido a partir dessas
améndoas trazendo um levantamento da oportunidedede negocio. O estudo traz
ainda a descricdo do mercado no qual a tecnolegiassre, bem como de seus aspectos
regulatérios; descricdo da oportunidade de negéwims levantamento de ameacas,
forcas, fraquezas e estratégias de comercializag@antamento de barreiras e riscos
relativos ao projeto. O Estudo de viabilidade efatlo esta apresentado, na integra, no

Anexo A.
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5 DISCUSSAO
5.1 SEQUENCIAMENTO DE PEPTIDEOS

De acordo com a teoria defendida por Voigt etl898, 1994a) os aminoacidos
hidrofdbicos leucina, alanina, fenilalanina e tinasliberados por atividade de proteases
na fermentacdo sdo importantes contribuintes pararamma final de chocolate,
juntamente com o0s acUcares redutores frutose esgliderivados da hidrolise de
sacarose. Voigt et al. (1993, 1994a e 1994c) afirmae peptideos hidrofébicos sao
gerados quando proteinas sdo degradadas pela etedger aspartica de améndoas de
cacau, sendo que estes peptideos hidrofébicossanecser transformados em uma
mistura de oligopeptideos hidrofilicos e aminoésidivres predominantemente
hidrofobicos para obter-se os precursores de aespacificos de chocolate. Usando
proteinas de améndoas de cacau purificadas, Voigt. €1994b) mostraram que a
fracdo globulina, e ndo a fracdo albumina de am@Endi® cacau, constitui substrato
adequado para a geracao de precursores de arooes.tipartindo-se dessas teorias 0s
dados obtidos nesse estudo foram analisados cagéiced: 1) presenca de aminoacidos
importantes para o aroma de chocolate; 2) locadlzapsses aminoacidos importantes
na cadeia peptidica; 3) proteinas de origem dotde®s sequenciados; 4) polaridade
dos aminoacidos nos peptideos sequenciados; Yidaala dos aminoacidos lateriais
aos peptideos sequenciados.

Inicialmente realizou-se uma analise criteriosa feptideos identificados e
sequenciados pela metodologia descrita no itemicd4tificando-se e registrando-se a
presenca dos aminoacidos leucina, alanina, fenif@ee tirosina nas amostras TE, PB e
PR. Diante da grande quantidade de peptideos sgqdes foi realizada, inicialmente,
uma selecdo a partir da verificacdo do grau deianogd de cada aminoacido (local
confidence) presente nos peptideos, selecionandpseas aqueles nos quais esse
parametro foi igual ou superior a 70%. Os resukadessa analise podem ser
observados nas Tabelas 11, 12 e 13, que complemerstad abelas 6, 7 e 8, uma vez
que incluem peptideos que foram sequenciados camdgr confianca entre 80 e 90%.
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Tabela 11:Concentragdo dos aminoacidos leucina, alanindafanina e tirosina em peptideos
sequenciados com grau de confian@0% na amostra TE.

% no total
a 0,
Peptideo A(‘[;f): m/z ppm Confianga local (%) Fri?: en eA’ t?(;)eo de
Pep peptideos
1 Leucina Leucindreonina ArgininaProlina 97 3.001.974 0.0 99 99 99 95 95 2 40,00 541,
2 FenilaninaGlutamatoLeucina Leucina
Glicina Serina Histidina 95 4.017.084 0.1 96 99 98 92 89 96 96 3 42,86 2,31
3 MetioninalisinaAlanina Leucina Prolina o, 4 585517 .26 90 9593 95 90 89 96 2 28,57 1,54
Lisina Lisina
4 LeucinaAspartato Asparagin@irosina 7
Aspartato Asparagina Seridanina 91 6.417.975 -2.5 DR DY el D B S E 3 25,00 2,31
o e ; g 99 99 73 63
GlicinaLisina ValinaSerina
5 AspartatoProlina Valina ValinaLeucina g4 5657037 14 89 93 92 93 92 86 86 1 14,29 0,77
Serina Treonina
6 AlaninaGlutamato Glutanat@riptofano
Fenilalanina Glicina\rginina Glutamato 88 5.122.316 2.8 8088979197 77 8594 1 12,50 0,77
7 Triptofano Alanina Leucina Fenilalanina  gg 4 355 3560 24 748898 99 90 83 89 3 42,86 231
Valina ProlinaHistidina
8 . s . :
priofie eSS VTR e Lammesn g 0BcReESsER®L 2 28,57 1,54
Arginina Arginina
9 Leucina LeucinaAsparaginaProlina
Triptofano GlicinaGlutaminaArginina 87 5.488.177 1.9 9898969291828470763 33,33 2,31
Leucina
10 i isi i i ici
linptofanclising ProlinafresninaGlicina == g o= 51209905 4.0 95 91 69 79 87 95 1 16,67 0,77
Tirosina
11 . . . . .
Fenilalanina Prolina LeuciriEreonina 86  4.412.481 12 9385979779829271 3 3750 312,
Prolina Valina Alaninadistidina
12 Glutamato Aspartatélanina Glicina
Aspartato Asparagina Lisirlzeucina 86 6.127.902 -0.8 e 875198%84 SIS 4 Elene 3,08
LeucinaSerinaTirosina
Glutamatoprolina Leucina Valina Alanina g5 4 507569 19 877298 93 84 84 83 2 28,57 1,54
Arginina Arginina
14 Alanina Leucina Prolina Glicina
AsparaginaAlanina Valina Leucina 85 4.707.657 -1.1 7590897874819498¢ 4 44,44 3,08
Triptofano
15 HeEEn Leuc'”P‘f;irg;aA'a“'"aL'S'”a 84  3.147.039 -3.7 7890 92 84 89 72 3 50,00 2,31
16 - - . .
AspartatoGlicina Leucina Alanina Valina
Fenilalanina 81 3.111.658 0.2 79797879 8394 3 50,00 2,31
17 i i i i
EGliEie Glicina Glicinasldiiiha 80  3.947.011 15 807274 7681899382 3 37,50 312,
AsparaginaProlina Tirosina Prolina
Total - - - - - 43 - 33,11

Aminoé&cidos realgados de amarelo sdo apontados oopwtantes contribuintes para o arofimal de chocolate. Aminoacidos
marcados em vermelho s&o hidrofilicos.
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Tabela 12:Concentragdo dos aminoacidos leucina, alanindafanina e tirosina em peptideos
sequenciados com grau de confian@0% na amostra PB.

p ALC . Frequén % no % no total
Peptideo (%) m/z ppm  Confianca local (%) c?a pe;tl’deo deopeptl’deos
1 LeucinaAspartato Asparagingirosina
Aspartato Asparagina Seriddanina Glicina 96 6.417.898 2.0 8292 97991)090919050 99 98 98 3 27,27 13,64
Lisina Triptofano
2 L euCin U i T 76 94 94 94 93 77 2 3333 9,09
Treonina ’ ’ ’ ! !
3 Fenilalanina Leucina Leucina Leucina Tirosina 85 3.347.037 -2.4 82929972 82 5 100,00 22,73
Total - - - - - 10 - 45,46

Aminoacidos realcados de amarelo sdo apontados oopuartantes contribuintes para o arofimal de chocolate.
Aminoéacidos marcados em vermelho séo hidrofilicos.

Tabela 13:Concentragdo dos aminoacidos leucina, alanindafanina e tirosina em peptideos
sequenciados com grau de confian@0% na amostra PR.

Frequén % no 2HlnoNoE
Peptideo ALC (%) m/z Ppm Confianga local (%) ; p de
cia peptideo .
peptideos
1 Lisina Valina LeucinaAspartato
Fenilalaninal.isina Prolina Valina 94 5.228.265 0.4 929697 919595979693 2 22,22 1,68
Valina
2 LeucinaSerinaFenilalanina Glicina
Valina Alanina Leucina.isina 93 4.742.985 -2.9 8993989898 94 93 91 ¢ 5 55,56 4,20
Leucina
3 Aspartato Glutamato Glutamato
Glicina Aspatartatd=enilalanina 93 5.973.084 4.1 8597100 99 94 90 89 96 3 30,00 2,52
o . s 95 88
Lisina Leucina Leucina.isina
4 Fenilalanina GlicinaAspartato Serina
Prolina TirosinaHistidina Fenilalanina 92 5.417.532 4.6 SR 1?2 SHIL ED 4 44,44 3,36
Leucina
5 Valina BEESIHGIutamat REEENn 92 4317695 3.9 799196 86 96 98 98 5 71,43 4,20
Leucina Leucina Leucina
6 Leucina Glicina Leucina Glicina c
TreoninaProlinaTreonina Lisina 91 5.313.215 0.6 e 98839 e 3 30,00 2,52
Lisina Fenilalanina
7 Arginina AlaninaHistidinaValina 90 3.467.150 3.6 90 87 82 93 95 97 2 33,33 1,68
Prolina Leucina
8 Fenilalanina Alanindreonina
Treonina LisinaAlanina Glicina 89 4,532,560 -4.7 9497 87 86 88 98 95 84 7 4 44,44 3,36
Prolina Leucina
° Metionina P[?g%i"s'”apro"”a 89 3.006.819 4.7 97 97 99 73 81 0 0,00 0,00
10 Serinaflanina GlionaSerinavalina  gg 2746548 27 889491838492 1 16,67 0,84
Fenilalanindlisina LeucinaGlutamato g4 5028280 -1.5 8293100 99 93 82 79 80 3 37,50 2,52
Lisina LisinaValina Leucina
S FemlEE fr';'r]r‘if]‘:a"”a‘rg'”'“a 88  3.176.928 0.0 95 90 95 79 79 1 20,00 0,84
13 Leucina Fenilalanina Valina Prolina
GlutamatoAlaninaHistidina 87 4.802.510 -3.9 96 979990927479 73 4 50,00 ,36 3
Fenilalanina
14 Fenilalanina Valind.isina Serina .
GlicinaLisina GlicinaTreonina 87 5.928.398 4.1 SZEZED %56%2386 e 3 27,27 2,52
LeucinaTreoninaFenilalanina
15 leucinaleucnaTirosinaValina g5 4375797 .39 84757699 939085 4 57,14 3,36
Prolina Leucinarginina
Total - - - 3 : 44 . 36,96

Aminoé&cidos realgados de amarelo sdo apontados oopwtantes contribuintes para o arofimal de chocolate. Aminoacidos
marcados em vermelho séo hidrofilicos.
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Através da analise dos resultados apresentadosTatasas 11, 12 e 13 é
possivel concluir que, com excecao do peptideo 8ndastra PR, todos os peptideos
analisados apresentam pelo menos um dos aminodaida¥obicos apontados por
Voigt et al (1993, 1994a) como importantes paraoona final de chocolate. Diante da
grande quantidade de dados apresentados nestias talo®m a finalidade de facilitar e
organizar a compreensdo propiciando a andliseisgtgtatdos dados, procedeu-se a
transformacao das informacdes de frequéncia (cooer@&os aminoacidos importantes
para o aroma desejado) e quantificacdo (% de amigdwmimportantes para o aroma
desejado por peptideo) em uma distribuicdo de &meejas para os aminoacidos leucina,
alanina fenilalanina e tirosina nos peptideos aadfis, a qual estd apresentada na
Tabela 14.

Tabela 14:Distribuicao de frequéncias dos aminoéacidos leygtanina, fenilalanina e tirosina nos
peptideos analisados.

AMOSTRA TE AMOSTRA PB AMOSTRA PR

Propor¢cédo dos aminoacidos
leucina, alanina, fenilalaninae F f.% F F.% F f.% F F.% f % F F.%
tirosina na cadeia peptidica

[0 - 25%[ 3 1765 3 1765 O 000 O 000 4 2667 4 2667
[25 - 50%) 12 7059 15 8824 2 66,67 2 66,67 7 46,67 11 7334
[50 - 75%)| 2 11,76 17 10000 O 0,00 2 66,67 4 2667 15 100,01
[75 - 100%] 0 000 17 10000 1 3333 3 10000 O 0,00 15 100,01
TOTAL 17 100,00 - - 3 100,00 - ~ 15 100,00 - ~

TE — ardédsia tratadas enzimaticamente; PB — aménea fermentadas, ndo tratadas, padrdo de bodagleapara aroma de
chocolate; PR — améndoas insuficientemente ferrdastaéo tratadas, padréo de baixa qualidade maraale chocolate.

A distribuicdo de frequéncias por classes permdiwpartir da observagédo da
frequéncia relativa percentualod) na Tabela 14 e no Gréfico 1, perceber que para a
maioria dos peptideos analisados, os aminoacideosinke alanina, fenilalanina e
tirosina representam de 25 a 50% da composica@die peptideo. Vale destacar que
essa propor¢cdo é observada em 66,67% dos peptéhetisados na amostra PB,
70,59% dos peptideos analisados na amostra TE maspt6,67% dos peptideos
analisados na amostra PR. Considerando que a am@Btrrepresenta o ideal em
relacdo a aroma de chocolate e partindo-se daatpooposta por Voigt et al. (1993,
1994a), € possivel sugerir que estes aminoacidasidm representar uma proporcao
de 25 a 50% da cadeia de aminoacidos de cada eeptid pelo menos 60% dos

peptideos presentes na mistura obtida apds a feagden Partindo-se desse parametro,
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pode-se afirmar que a amostra TE aproxima-se naentbstra PB do que a amostra
PR ja que esta tem apenas 46,67% de seus peptioi@oproporcdes de aminoacidos
importantes para o aroma de chocolate na faixebde30% da cadeia de aminoacidos.
Por outro lado, na amostra TE esse valor é de 79,8%gerindo que o tratamento
enzimatico das améndoas de cacau insuficientemienteentadas pode melhorar
consideravelmente o aroma do chocolate produzgirtar dessas améndoas. Observa-
se, inclusive, que a quantidade de peptideos pgesseassa amostra, que apresentam o0s
aminoacidos leucina, alanina, fenilalanina e titasha propor¢cédo de 25 a 50% de suas
respectivas cadeias é superior (70,59%) aquelaause na amostra PB (66,67%). E
importante salientar ainda que, baseado nessas@nali amostra TE (70,59% dos
peptideos com proporcéo de leucina, alanina, fanilza e tirosina entre 25 e 50% em
suas cadeias) se afasta da amostra PB (66,67%eptdgns com proporc¢ao de leucina,
alanina, fenilalanina e tirosina entre 25 e 50% seras cadeias) em um grau menor
(diferenca de apenas 3,92%) do que a amostra PR7046dos peptideos com
proporcéao de leucina, alanina, fenilalanina e itm@®ntre 25 e 40% em suas cadeias,

com grau de diferenca de 20% em relacao a PB).

Gréfico 1: Representacéo da frequéncia relativa percentsadushinoacidos leucina, alanina, fenilalanina
e tirosina nas amostras TE, PB e PR.

80,00 -~
70,59
= 70,00 - 6,67

60,00 -
50,00 - 6,67

40,00 - B Amostra TE
33,33

30,00 b 26,67 26,67 B Amostra PB

Amostra PR
20,00 | 1765

Frequéncia relativa percentual (fr%

=

o

o

o
1

11,76
’

0,00 I0,00 0,00 0,00
0,00 -

[0-25%[ [25 - 50%] [50 - 75%] [75 - 100%]
Proporgdo dos aminoacidos Leucina, Alanina, Fenilalanina e Tirosina / peptideo

TE — ardédsia tratadas enzimaticamente; PB — améndea fermentadas, ndo tratadas, padrdo de bodagleapara aroma de
chocolate; PR — améndoas insuficientemente fermastaao tratadas, padréo de baixa qualidade mareae chocolate.
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Desse modo, a partir da andlise ¢ bbtida para as amostras em estudo é
possivel sugerir que o tratamento enzimatico ptopo®lhorou a qualidade do aroma
final de chocolate, uma vez que a amostra tratadeanaticamente alcanca padrao
quantitativo de peptideos com proporcdo dos amidosideucina, alanina, fenilalanina
e tirosina entre 25 e 50% da cadeia de aminoa¢iiS9%) bastante similar ao padrdo
da amostra PB (considerada ideal no que se refeaisoma de chocolate) para 0 mesmo
parametro (66,67%). Estes resultados corroborarelesjapresentados por Oliveira et
al. (2011), que reportaram que testes sensoriaista@am que é possivel, através do
uso de enzima microbiana contendo endoproteasertiaap& carboxipeptidase
(exopeptidase), gerar, em améndoas classificasas acdosia, a mistura de compostos
que ira liberar, apés a torrefacéo, o aroma caiatite de chocolate.

Ainda pela observacao da distribuicdo de frequén@a analisar a frequéncia
relativa acumulada percentual%#) observa-se que tanto para a amostra TE como para
a amostra PR 100% dos peptideos analisados amespriporcéo de leucina, alanina,
fenilalanina e tirosina inferior a 75% de suas eetipas cadeias o0 que diferencia-se
consideravelmente do que esta explicitado para@s@aPB na qual apenas 66,67%
dos peptideos analisados apresentam propor¢cdoudmde alanina, fenilalanina e
tirosina inferior a 75% de suas respectivas cadéas outro lado, o estudo d&uof
permite observar que para a amostra PB 33,33% eja$dpos analisados apresentam
propor¢édo de leucina, alanina, fenilalanina e itm@<orrespondendo a 75 a 100% de
cada peptideo enquanto as amostras TE e PR ndgepogeptideos com proporcao de
leucina, alanina, fenilalanina e tirosina na cadiaaminodacidos igual ou superior a
75% apresentando, portant@p£0,00 para esse intervalo de classe.

E importante destacar que ndo foram encontradaktenatura informacgdes
relacionadas a participacdo e importancia dos deaminoacidos no desenvolvimento
do aroma final de cacau/chocolate.

N&o sO a presenca dos aminoacidos leucina, alaf@ngalanina e tirosina é
importante para o desenvolvimento do aroma adeqdadchocolate, mas também a
posicdo deles na cadeia peptidica. Isso porquma, @& aminoacidos livres que reagem
diretamente na reacdo de Maillard, os amino&cidosriNinais dos peptideos também
estdo disponiveis para essa reacdo. Sendo aspossi&el sugerir que a presenca de
leucina, alanina, fenilalanina e tirosina nas ewidades N-terminais dos peptideos

analisados pode levar a produgdo de aromas meltiorgge aqueles que tenham esses
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mesmos aminoacidos em outras posi¢des (centraistetminais). Para tal andlise foi
feita a Distribuicdo de frequéncias dos aminoaciagina alanina, fenilalanina e
tirosina nas posi¢cdes N-terminal, C-terminal e €értos peptideos analisados (Tabela
15). Vale destacar que a classificagdo dos pemtidealisados em uma das categorias
da Distribuicdo de frequéncias o exclui, automateate, das demais sendo que 0s
peptideos foram analisados primeiramente quantoresepca dos aminoacidos
importantes para o aroma na extremidade N-termasatjue ndo se enquadraram nessa
categoria foram entdo analisados quanto a presscaminoacidos importantes para o
aroma na extremidade C-terminal; e s6 entdo osiga nao haviam sido classificados
foram analisados quanto a presenca dos aminoasijustantes para o aroma em

posicdes centrais.

Tabela 15:Distribuicao de frequéncias dos aminoéacidos ley@tanina, fenilalanina e tirosina nas
posicdes N-terminal, C-terminal e Central dos mem$ analisados.

AMOSTRA TE AMOSTRA PB AMOSTRA PR

Posicdo dos aminoacidos
leucina, alanina, fenilalaninae F f.% F F.% F f.% F F.% f % F F.%
tirosina na cadeia peptidica

N-terminal 4 2353 4 2353 1 3333 1 3333 9 6000 9 60,00
SxEal 7 41,18 11 6471 2 66,67 3 10000 2 13,33 11 73,33

6 3529 17 10000 O 000 3 100,00 3 2000 14 93,33
UBETE 0 0,00 17 10000 O 0,00 3 100,00 1 667 15 100,00

Central

TOTAL 17 100,00 - - 3 100,00 - - 15 100,00 - -

TE — ardédsia tratadas enzimaticamente; PB — aménea fermentadas, ndo tratadas, padrdo de bodagleapara aroma de
chocolate; PR — améndoas insuficientemente ferrdastaéo tratadas, padréo de baixa qualidade maraale chocolate.

A observacdo da Tabela 145e Grafico 2 permite congue em 60% dos
peptideos analisados para a amostra PR os aminsanigortantes para o aroma estéao
presentes na posicdo N-terminal enquanto que pamastra PB isso acontece em
33,33% dos peptideos analisados e para a amostapdaras em 23,53% dos peptideos
analisados. Por outro lado, a maior parte (66,6d08%)peptideos analisados na amostra
PB apresentam leucina, alanina, fenilalanina casitia na extremidade C-terminal,
sendo que para a amostra TE isso ocorre em 41,b8%aptideos analisados e para a
amostra PR ocorre em apenas 13,33% dos peptidalisados. Os resultados obtidos
nao condizem com o esperado ja que, por ser o@atkadl para o desenvolvimento de

aroma de chocolate, era esperado que para a anRBtm maioria dos peptideos
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analisados apresentasse leucina, alanina, fenilalayu tirosina na extremidade N-
terminal. Apesar disso, € possivel observar queasta tratada enzimaticamente (TE)
segue a mesma tendéncia apresentada pela amossenB® que também para TE a
maioria dos peptideos analisados (41,18%) apreseumtana, alanina, fenilalanina ou
tirosina na extermidade C-terminal levando a suggere essa amostra (TE) se aproxima
mais da amostra PB que da amostra PR o0 que podditeonum indicativo da

eficiéncia do tratamento proposto.

Gréfico 2: Representacéo da frequéncia relativa percentsadushinoacidos leucina, alanina, fenilalanina
e tirosina nas posi¢des N-terminal, C-terminal atf2¢ nas amostras TE, PB e PR.
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TE — arddsia tratadas enzimaticamente; PB — aménbea fermentadas, néo tratadas, padrdo de bodagleapara aroma de
chocolate; PR — améndoas insuficientemente fermastaao tratadas, padréo de baixa qualidade mareae chocolate.

Para complementar a andalise dos dados, julgou-periamte a pesquisa e
investigacdo das proteinas de origem dos pept@eaissados nas amostras TE, PB e
PR bem como a identificacdo, quando possivel, domaacidos laterais e suas
respectivas polaridades. Essa pesquisa foi realiafdvés do BlastP conforme item
3.4.1 e a compilacdo dos dados obtidos esta apaelsenas Tabelas 16, 17 e 18. Vale
salientar que, para a grande maioria dos peptideasados, ndo foi encontrada a
sequéncia de aminoacidos equivalente a sequéngemtideo em andlise ndo sendo
possivel, nesses casos, a identificagdo dos andosaaterais e suas polaridades. As

Tabelas 16, 17 e 18 trazem apenas 0s peptideosggtais isso foi possivel.
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Tabela 16:Dados obtidos a partir do BlastP para a amostra TE

Provaveis proteinas de origem Aminoacidos Aminoacidos laterais
P 9 laterais (C-terminal) (N-terminal)

PEPTIDEO 1: Leucina Leucina Treonina Arginina

. : Glicina Lisina Serina  Asparagina Asparagina
Uncharacterized protein TCM_043724 [Theobroma cacao] Cisteina Tefire @i
- . Arginina Glicina CisteinaTirosina Leucina
Uncharacterized protein TCM_037362 [Theobroma cacao] Arginina Serina Lisina
Pseudouridine synthase family protein isoform 4gdbroma cacao] Treomn%ﬁﬁﬂgaeucma Se”natgﬂg:ﬂzserma
. . Arginina LeucinaSerina  ProlinaCisteina Lisina
SKP1 interacting partner 4 [Theobroma cacao] Prolina Leucina
_ . A A Treonina Serindeucina  SerinaLeucinaSerina
Pseudouridine synthase family protein isoform 3¢gdtroma cacao] Serina Leucina
- . . . . SerinaLeucinaSerina
Pseudouridine synthase family protein isoform 2dditroma cacao] inicia cadeia Leucina
. . Histidina Serina Serina Prolina ValinaGlutamato
RING/U-box superfamily protein isoform 3 [Theobrogacao] Glutamato Serina
. L Serina Cisteina ProlinaSerinaProlina
Phosphoglycerate mutase family protein isoform l2edbroma cacao] Aspartato Sefina Serina
_ . A A Treonina Serindeucina  SerinalLeucinaSerina
Pseudouridine synthase family protein isoform 1€dtroma cacao] Serina Leucina
. . Histidina Serina Serina Prolina ValinaGlutamato
RING/U-box superfamily protein isoform 1 [Theobrowscao] Glutamato Serina
. . Histidina Serina Serina Prolina ValinaGlutamato
RING/U-box superfamily protein isoform 2 [Theobrogacao] Glutamato Serina
. . Glicina Leucina Prolina Isoleucina
LETM1-like protein isoform 1 [Theobroma cacao] TriptofanoSerina Arginina Asparagina
ARM repeat superfamily protein, D,CHO [Theobroma cédca Valina "L?Sljiﬁgase”na Asﬁgﬁrtgwl_g?r?gma

PEPTIDEO 15: Leucina LeucinaSerina Alanina Lisina Prolina

Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyprolird+glycoprotein  Alanina Valina Alanina  Lisina AspartatdProlina

family [Theobroma cacao] Alanina Treonina
BES1-interacting Myc-like protein 2, putative isafoB [Theobroma IsoleucinaSerina AspartatoProlina Prolina
cacao] Prolina Fenilalanina Aspartato
S Asparagina Treonina  Valina Valina Tirosina
GTP binding [Theobroma cacao] FenilalaninaGlutamina Leucina
Uncharacterized protein TCM_019970 [Theobroma cacao] ProlinaCisteina Valina Leucina

Aspartato Glutamato FenilalaninaAspartato

PEPTIDEO 16: Aspartato Glicina Leucina Alanina Valina Fenilalanina

Subtilisin-like serine endopeptidase family protsioform 2 [Theobroma IsoleucinaAsparagina TreoninaTirosina
cacao] TirosinaTreonina IsoleucinaAsparagina

Subtilisin-like serine endopeptidase family protsioform 1 [Theobrome IsoleucinaAsparagina TreoninaTirosina
cacao] TirosinaTreonina IsoleucinaAsparagina

Aminoéacidos marcados em vermelho séo hidrofilicos.
TE - ardésia tratadas enzimaticamente.



Tabela 17:Dados obtidos a partir do BlastP para a amostra PB.
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Provaveis proteinas de origem

Aminoacidos

laterais (C-terminal)

Aminoacidos laterais

(N-terminal)

PEPTIDEO 1: Leucina Aspartato Asparagina Tirosina Aspartato Asparagina SerinaAlanina Glicina Lisina Triptofano

trypsin inhibitor [Theobroma speciosum]

trypsin inhibitor [Theobroma cacao]

putative 21 kDa trypsin inhibitor [Theobroma gréftatum]
putative 21 kDa trypsin inhibitor [Theobroma micaggum]

putative 21 kDa trypsin inhibitor [Theobroma cacao]
putative 21 kDa trypsin inhibitor [Theobroma bicglo

21 kDa seed protein [Theobroma cacao]

TreoninaValina
TriptofanoLisina

TreoninaValina
TriptofanoArginina

TreoninaValina
TriptofanoLisina

TreoninaValina
TriptofanoLisina

TreoninaValina
TriptofanoArginina

TreoninaValina
TriptofanoLisina

TreoninaValina
TriptofanoArginina

Triptofano Valina
Treonina Treonina

Triptofano Valina
Treonina Treonina

Triptofano Valina
Treonina Treonina

Triptofano Valina
Treonina Treonina

Triptofano Leucina
Alaninalreonina

Triptofano Valina
Treonina Treonina

Triptofano Valina
Treonina Treonina

PEPTIDEO 3: Fenilalanina Leucina Leucina Leucina Tirosina

Uncharacterized protein TCM_031336 [Theobroma cacao]
Uncharacterized protein TCM_009638 [Theobroma cacao]

Cupredoxin superfamily protein isoform 3 [Theobroraaao]

Uncharacterized protein TCM_022548 [Theobroma cacao]

2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglyeenatase
[Theobroma cacao]

Uncharacterized protein TCM_041983 [Theobroma cacao]
Uncharacterized protein TCM_024076 [Theobroma cacao]
C2H2-like zinc finger protein isoform 1 [Theobromecao]
C2H2-like zinc finger protein isoform 2 [Theobromaceao]
Single hybrid motif superfamily protein isoform PHeobroma cacao]

Uncharacterized protein TCM_027361 [Theobroma cacao]

Valina Glutamato
Isoleucina Alanina

SerinaFenilalanina
SerinaFenilalanina

FenilalaninaSerina
Prolina Triptofano

Leucina Prolina
Isoleucinalreonina

Isoleucina Isoleucina
Valina Alanina

GlicinaTreonina
TreoninaFenilalanina

TirosinaHistidina
Arginina Leucina

Leucina Leucina
IsoleucinaGlutamato

Leucina Leucina
IsoleucinaGlutamato

Glutamato Treonina
CisteinaLeucina

Glicina Triptofano
Treonina Cisteina

LeucinaGlutamato
TriptofanoArginina

IsoleucinaGlutamato
Valina Valina

FenilalaninaGlutamina
GlutaminaTriptofano

IsoleucinaAsparagina
Isoleucina Prolina

Treoninalsoleucina
Leucina Alanina

Histidina Glutamato
Tirosina Glicina

Tirosina Leucina Prolina
Lisina
Asparagina Treonina
Valina Serina

Asparagina Treonina
Valina Serina

FenilalaninaAspartato
Serina Aspartato

finaliza a cadeia

Aminoéacidos marcados em vermelho séo hidrofilicos.

PB — améndoas bem fermentadas, néo tratadas, pliim qualidade para aroma de chocolate.
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Tabela 18:Dados obtidos a partir do BlastP para a amostra PR.

Aminoacidos Aminoacidos laterais

PUOMEITELS PSS 0.5 Clnlg il laterais (C-terminal) (N-terminal)

PEPTIDEO 9: Metionina Prolina Lisina Prolina Lisina

AlaninaGlutamina

Uncharacterized protein TCM_032277 [Theobroma cacao] inicia cadeia Leucina Prolina

TirosinaSerina Serina

: Fenilalaninalreonina
Prolina

Tyrosine kinase, putative [Theobroma cacao]
AlaninaGlutamina

Uncharacterized protein TCM_032266 [Theobroma cacao] inicia cadeia Leucina Prolina

PRS5-like receptor kinase [Theobroma cacao] Isoleucinalisina Serina AlaninaGlutamina

Serina Leucina Prolina
n . Lisina Fenilalanina AlaninaGlutamina
PR5-like receptor kinase [Theobroma cacao] FenilalaninaSerina Leucina Prolina

PEPTIDEO 10: Serina Alanina Glicina Serina Valina Lisina

Basic helix-loop-helix DNA-binding superfamily pratg Theobroma Glicina Aspartato Arginina Glutamina
cacao] Glutamato Serina Arginina Treonina
Glicina Glicina Asparagindlirosina

Sugar transporter 1 [Theobroma cacao] Metionina Prolina Prolina Glicina

PEPTIDEO 12: Fenilalanina Glicina Valina Arginina Arginina

Uncharacterized protein TCM_042179 [Theobroma cacao] Glﬁfe?nqglt?gﬂ%mn a Feﬁ;ﬁ;ﬁkggﬁn a
Treonina Serindeucina AsparaginaAlanina

Alpha/beta-Hydrolases superfamily protein [Theobaaracao] Fenilalanina Leucina Fenilalanina

Aminoéacidos marcados em vermelho sdo hidrofilieéés — améndoas insuficientemente fermentadas, atalas, padrédo de baixa
qualidade para aroma de chocolate.

A observacao da Tabela 17 permite inferir facilreenuie para a amostra PB o
peptideo 1 (identificado e sequenciado com 97 %rde de confianga) provavelmente
€ originario da proteina “inibidor de tripsina”.dasproteina foi reportada por Thai et al
(1991) como importante para o desenvolvimento dmarfinal de chocolate. A mesma
também foi apontada por Voigt et al. (1994b) corand® uma das proteinas que é
substrato das proteases nativas do cacau. Obsenemgetanto, que a mesma nao
aparece como possivel proteina de origem para asti@® TE e PR. Por outro lado
essas amostras trazem, predominante, proteinas r@dodcaracterizadas como possiveis
proteinas de origem dos peptideos obtidos, as ,geaibora ainda néo estudadas,
podem estar relacionadas ao aroma final de checdalaimbém € importante salientar
que as possiveis proteinas de origem relacionaaias gpamostra TE néo coincidem
com aquelas relacionadas para a amostra PR gam@ntportanto, que muito
provavelmente o aroma produzido na amostra enzarmagnte tratada ndo deve ser o

mesmo daquele produzido na amostra consideradagauiesejavel para o aroma de
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chocolate. Ou seja, embora provavelmente a amd&radao tenha a mesma origem
protéica da amostra PB (padrdo desejavel paramoaafioal de chocolate), ela também
nao se assemelha a amostra PR para o mesmo paramito foram encontrados na
literatura dados que relacionem as possiveis padetle origem obtidas para as
amostras TE e PR com o aroma de chocolate sendes@io, portanto, novos estudos
e pesquisas com 0 objetivo de identificar e caraete as proteinas presentes na
amostra de cacau apos o tratamento enzimatico gim@oo devido estudo de como
estas influenciam o aroma final de chocolate.

Uma observacdo simples dos peptideos listados abelds 11, 12 e 13 em
relacdo as suas polaridades leva a perceber qaeap&rés amostras, ha predominancia
de aminoacidos hidrofébicos nos peptideos analssadondo que nas amostras TE e PR
a predominancia desses aminoacidos é maior quenostra PB (Grafico 3). Apenas
33,33% dos peptideos analisados para a amostra d8Bugm em suas cadeias
peptidicas mais aminoacidos hidrofébicos que angido& hidrofilicos, enquanto nas
amostras TE e PR 82,35% e 80%, respectivamente, pgpsideos analisados

apresentam predominancia de aminoécidos hidrofél@oosuas cadeias.

Gréfico 3: Representacéo da proporcdo de aminoacidos hidosfié hidrofébicos nos peptideos
analisados para as amostras TE, PB e PR.
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TE — arddsia tratadas enzimaticamente; PB — aménbea fermentadas, néo tratadas, padrdo de bodagleapara aroma de
chocolate; PR — améndoas insuficientemente ferrdastaéo tratadas, padrdo de baixa qualidade maraale chocolate.
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Com base nesses resultados e nas duas teoriastasopor Voigt et al (1993,
1994a e 1994c) é possivel sugerir que, de modad, gerpadrdo qualitativo dos
aminoacidos hidrofébicos livres presentes na nastie peptideos responsaveis pelo
aroma final de chocolate é mais importante qguedsguaquantitativo. Entretanto, esse
padrdo quantitativo torna-se extremamente impartgoando se fala especificamente
dos aminoacidos leucina, fenilalanina, alaninaasitha de modo que € possivel inferir
que a presenca desses aminoacidos hidrofobicosifispe em proporcdes adequadas €
essencial para a obtencdo do aroma final de cheadésejado.

Ainda em relagdo a polaridade, a observacdo ddsoanmidos laterais aos
peptideos analisados permite inferir que, de fogeral, a ocorréncia de aminoacidos
hidrofobicos e hidrofilicos é bastante equilibradato nas extremidades C-terminal
como nas extremidades N-terminal (Tabelas 16, 18)eEntretanto, especificamente
para a amostra TE observa-se uma leve predomindaaminoacidos hidrofilicos nas
extremidades C-terminal. Partindo da premissa qgrezama utilizada para o tratamento
dessas amostras tem atividade de carboxipeptidgse,gara esta, os aminoacidos da
extremidade C-terminal s&o muito mais importantes @s da extremidade N-terminal
esse fato pode ser apontado como mais uma evid@aoidiciéncia do tratamento ja
que, na Reacdo de Maillard os aminoacidos da eitael® N-terminal também estéo
disponiveis para reagir e a amostra TE apreseritaamanodacidos laterais hidrofobicos
na extremidade N-terminal que na extremidade Chmimsendo que muitos destes
aminoéacidos hidrofobicos laterais da extremidad@ekmninal sdo leucina, alanina,
fenilalanina ou tirosina. Entretanto, vale saliemae como para a grande maioria dos
peptideos analisados (77,1%) nao foi possively@drda busca no BlastP, identificar os
aminoacidos laterais aos peptideos sequenciadas, éndossivel trazer maiores
informacBes quanto aos oligopeptideos liberados aeodegradagdo da proteina de
origem e suas haturezas quimicas, ja que os dadas fobtidos para apenas oito
(22,9%) do total de trinta e cinco peptideos aadbs ndo sendo, portanto,
representativos do todo.

O aroma €, sem duvida, o mais notavel atributohdealate. A combinacéo e o
equilibrio dos numerosos compostos que contribuara p aroma final dependem de
diversos fatores dentre os quais estao fatoregigesiécondicdes ambientais, condicdes
de colheita e de processamento. Essa complexidedidente quando se considera que,

ainda hoje, este aroma tdo desejavel ndo foi repidd pela industria quimica
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(REINECCIUS, 2006). Em funcdo dessa complexidadearedises realizadas neste
trabalho s&o insuficientes para explicar o aromahieolate produzido nas amostras
analisadas. Entretanto, importantes informacdeanfoobtidas e, certamente, irdo
contribuir para desvendar a contribuicdo de amido&ce peptideos para o aroma
desejado de chocolate. Vale salientar que os aelmdtdiscutidos aqui estdo de acordo
com estudos reportados por Voigt et al. (1993, 492994c) os quais fundamentaram o
desenvolvimento da metodologia enzimatica para onelhdo aroma de chocolate
obtido de arddsia desde os estudos iniciados p@nessmo grupo de pesquisa em 2008
(OLIVEIRA et al., 2011).

5.2 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS

Diversos estudos apontam que o teor de poliferiés a fermentacdo cai para
aproximadamente 5% de modo que teores de 10% aa g@aiconsiderados sinal de
fermentacao insuficiente e concentracfes de poigesuperiores a esse valor levam a
chocolate de sabor muito adstringente (LANGE e FEC1970 apud AFOAKWA et
al.,, 2008; HANSEN et al., 2000). Baseado nisscadimlo da premissa de que o
tratamento enziméatico proposto nesse estudo devendover a hidrélise de proteinas
presentes nas améndoas de cacau, liberando ogsoresude aroma que ndo foram
produzidos ao longo do periodo de fermentacdo siymssugerir que a concentracao
de fendlicos nas améndoas de cacau tratadas eitamante (TE) e sua comparacéo
com os padrdes de aroma desejavel (PB) e indeke(®R) podem fornecer

informacdes importantes quanto a eficiéncia damnanto enzimatico proposto.

Os dados obtidos na determinacdo da concentracB&maléecos nas amostras PB,
TE e PR foram submetidos a analise de varianciaOA) e as médias comparadas
através do teste de Tukey (p<0,05), utilizando-sgragrama Sisvar 5.0. Os dados
obtidos para a comparacdo de médias com diferesukgdes de extracdo estdo
apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19:Médias obtidas pareoncentragdo de fendlicos (mg acido galico/100g &mpeas amostras

PB, TE e PR.
Solucéo de extracéo | Solucéo de extracao I Solucéo de extracéo Il Solucéo de extracéo IV
Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média
TE 330,37 PB 794,08 PR 1024,2G PB 1256,38
PB 660,90 TE 1158,37 PB 1205,07 TE 1487,42
PR 865,09 PR 1674,78 TE 1817,97 PR 2352,27

Solugbes de extragdo: | - Metanol; Il - Metanol 5086~ Sequencial (Acetona 70% seguido de Met&®8k); IV - Acetona 70%.
Letras iguais representam amostras estatisticangergis ao nivel de 5% de probabilidade.

TE — arddsia tratadas enzimaticamente; PB — aménbea fermentadas, néo tratadas, padrdo de bodagleapara aroma de
chocolate; PR — améndoas insuficientemente fermastaao tratadas, padréo de baixa qualidade mareae chocolate.

A observacao da Tabela 19 permite perceber queastias PB, TE e PR foram
consideradas estatisticamente diferentes ao nivgbrdbabilidade testado (p<0,05),
independentemente da solucéo extratora utilizaglad&assim, optou-se por discutir as
diferencas no teor de compostos fendlicos entranasstras considerando apenas 0s
dados obtidos para a melhor solugcéo extratoraajuedcetona 70%.

Analisando-se os resultados obtidos para a ext@g@ompostos fendlicos com
solugéo de acetona 70% observa-se que a amostagpreéBenta a maior concentragao
de fendlicos (2352,27), 0 que era esperado ja quesma foi obtida de améndoas de
cacau insuficientemente fermentadas. Comparands-senostras TE e PR percebe-se
que a primeira expressou concentracdo de fen@igofficativamente menor (1487,42)
gue a segunda (2356,38) (Grafico 4). Considerandd aj amostra TE é obtida de
améndoas de cacau insuficientemente fermentadas iR foram enzimaticamente
tratadas, pode-se concluir que o tratamento enmongroposto contribuiu para a
reducdo do teor de compostos fendlicos exercenddoetimilar a fermentacéo
adequada das améndoas. Pode-se sugerir, portargop tratamento proposto é
eficiente ja que a reducdo da concentracdo deepolg esta associada a reducdo da
adstringéncia e do sabor amargo e formacéo de iogparomaticos importantes para
o aroma final de chocolate.

A observacéo do Gréfico 4 ainda permite verificae @ amostra TE expressou
concentracdo de fendlicos maior (1487,42) que asamdB (1256,38), 0 que era
esperado ja que a amostra PB foi obtida de améndeasacau suficientemente
fermentadas e a fermentacdo € apontada na literattmo uma das etapas que mais
contribuem para a reducéo do teor de compostodidesdas améndoas de cacau. E
importante destacar que a diferenca entre as ctvacéas de fendlicos nas amostras TE

e PB é consideravelmente menor (231,04) que aediferentre as amostras TE e PR
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(864,85) indicando que a amostra TE aproxima-se oh@aipadréo ideal para aroma de

chocolate (PB) do que do padrao indesejavel paaasbuto (PR).

Graéfico 4: Concentracdo de compostos fendlicos nas amostraBE E TR Solucao de
extracdo: Acetona 70%.
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TE — ardésia tratadas enzimaticamente; PB — amérinra fermentadas, ndo tratadas, padrdo de boa

qualidade para aroma de chocolate; PR — améndsdicientemente fermentadas, ndo tratadas, padréo

de baixa qualidade para aroma de chocolate.

Em relacdo a reducédo de polifendis nas etapasodeggamento do cacau Kealey

et al. (1998) apud Efraim et al. (2011) observapmrdas de 53 a 74% de flavandis e
procianidinas durante a fermentagéo. Kealey e(2801) quantificaram os teores de
polifendis de sementes de cacau durante o processam, observaram perdas de 32,
47, 57 e 87% dos polifendis em relacdo aos teareigis de sementes nao fermentadas
nas etapas de fermentacao, torracdo, obtencdiguwte natural e obtencdo dauor

alcalinizado, respectivamente.

5.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os compostos fendlicos tém sido largamente estsdado razdo dos efeitos
benéficos que propiciam a saude. Dentre esseo®fait destaca a potente atividade
antioxidante na prevencéo de reacdOes oxidativas ferchacao de radicais livres, bem
como na protecdo contra danos ao DNA das célul&@L(MBEAST e ANKLAN, 2000).

Alguns polifendéis, como o flavonol quercetina eflaganois catequina e epicatequina,
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além de compostos ndo fendlicos como carotendides \etaminas C e E, tém sido
reportados por apresentarem elevada atividadexatdite (JACOB e BURRI, 1996).
Por outro lado, sabe-se que durante as etapas deespamento do cacau,
principalmente a fermentacdo e alcalinizacdo (EMRAét al., 2011), os flavandis
sofrem uma série de reacbes quimicas, como oxidagoplexacdo e lixiviacdo
contribuindo significativamente para a formacaosdbor desejavel com reducéao do
amargor e da adstringéncia (CROSS, 1999 apud EFR201). Tais reacdes levam a
reducdo do teor de polifendis ap6s o0 processamea® améndoas de cacau
ocasionando, assim, a reducao da atividade angéintecho produto final.

Baseado no que foi exposto no paragrafo acimategarda premissa de que o
tratamento enzimatico proposto nesse estudo deverdover a hidrolise de proteinas
presentes nas améndoas de cacau, liberando oggoresude aroma que néo foram
produzidos ao longo do periodo de fermentacdo &iymssugerir que a medida da
atividade antioxidante nas améndoas de cacau asatedzimaticamente (TE) e sua
comparacao com os padroes de flavor desejaveldiiRlesejavel (PR) podem fornecer
dados importantes quanto a eficiéncia do tratamemtonatico proposto.

Os dados obtidos nas analises de determinacaavidiadé antioxidante foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as agdomparadas através do teste de
Tukey (p<0,05), utilizando-se o programa Sisvar. 5.0s dados obtidos para a
comparacao de médias estdo apresentados nas T2bel24.

Tabela 20:Comparacdo de médias da atividade antioxidantamastras PB, TE e PR pelos métodos
DPPH, ABTS e FRAP.

% DPPH DPPH pmol Trolox DPPH umol &cido ascérbico

Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média

TE 22,28 PB 834,08% PB 691,702

PR 57,14%° TE 1526,45% TE 1241,96*

PB 70,68° PR 2697,66 PR 1973,28

ABTS pmol Trolox ABTS pmol acido ascérbico FRAP pumol sulfato ferroso
Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média
PR 1414,07 PR 780,88 TE 182,27

PB 1690,97% PB 1018,36* PB 220,98%

TE 1815,86 TE 1115,7F PR 279,06

Letras iguais representam amostras estatisticantgrgis ao nivel de 5% de probabilidade.
TE — ardédsia tratadas enzimaticamente; PB — aménea fermentadas, néo tratadas, padrdo de bodagleapara aroma de
chocolate; PR — améndoas insuficientemente fermastado tratadas, padréo de baixa qualidade mareae chocolate.
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Tabela 21:Comparacdo de médias da atividade antioxidantamastras PB, TE e PR para as diferentes
solucdes extratoras

% DPPH DPPH pmol Trolox DPPH umol &cido ascérbico
Solucéo de Solucéo de Solucéo de
extracao Média extracao Média extracao Média
v 45,202 I 1113,36* I 857,39°
1] 49,392 1] 1547,4% Il 1247,61%
I 50,352 Il 1967,52° 1] 1477,13
Il 55,18% vV 2115,96° vV 1627,08
ABTS pmol Trolox ABTS pmol acido ascérbico FRAP pumol sulfato ferroso
Solucéo de Solucéo de Solucéo de
extracéo Média extracdo Média extracdo Média
I 883,84% I 558,96" I 150,15
Il 171117 Il 982,56° v 233,21°
1] 1969,94% 1] 1078,27% 1] 257,32°
v 1996,25" v 1266,82 Il 268,97°

Solucdes de extracéo: | - Metanol; Il - Metanol 5086~ Sequencial (Acetona 70% seguido de Met&@®8b); IV - Acetona 70%.
Letras iguais representam amostras estatisticantgrgis ao nivel de 5% de probabilidade.

TE — ardédsia tratadas enzimaticamente; PB — améndea fermentadas, ndo tratadas, padrdo de bodagleapara aroma de
chocolate; PR — améndoas insuficientemente ferrdastaéo tratadas, padrdo de baixa qualidade maraale chocolate.

Uma vez que ndo houve diferenca estatistica Sigiifia ao nivel de 5% de
probabilidade para as diferentes solu¢des de éxtratflizadas os dados obtidos foram
analisados apenas em relacdo a melhor solucaotogatrque foi a acetona 70%
(Solucdo IV) (Tabela 21). Além disso, embora terd® verificado a atividade
antioxidante em diferentes formas de expressamuegd por fazer a discussdo dos
dados baseado na forma mais comum de express&oequivalentes de trolox.

Para a determinacédo de atividade antioxidante p&itmdo DPPH a tabela de
comparacao de médias (Tabela 20) indica que na@lifér&nca estatistica significativa
ao nivel de probabilidade de 5% entre as amosBad P e PR. Apesar das amostras
ndo serem consideradas estatisticamente diferastiesrva-se que a amostra TE
apresentou atividade antioxidante consideravelmaeteor (1526,45) que a amostra PR
(2697,66) (Grafico 5). Isso sugere que o tratameartpimatico proposto pode ter
contribuido para a reducdo do teor de compostadi¢es exercendo efeito similar a
fermentacdo adequada das améndoas. Tal fatotootstm indicativo em relacdo a
eficiéncia do tratamento proposto ja que a redulghteor de fendlicos leva a reducao
da adstringéncia e do sabor amargo além de comtphta a formacédo de compostos
aromaticos importantes para o aroma de chocolateandlise dos resultados
apresentados na Tabela 20 e Grafico 5 permite Ipercainda que a amostra TE

expressou atividade antioxidante relativamente méi626,45) que a amostra PB
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(834,07). Entretanto, a diferenca entre as médiaatididade antioxidante nas amostras
TE e PB é consideravelmente menor (692,38) quieeediza entre as amostras TE e PR
(1171,21) indicando que a amostra TE aproxima-se dwmpadrao ideal para aroma de
chocolate (PB) do que do padrao indesejavel pamaasbuto (PR).

Apesar de nado haver diferenca estatistica entremédias de atividade
antioxidante das amostras PR e PB ao nivel de bpitmzale testado (p<0,05),
observou-se que, como esperado, a primeira apaeataidade antioxidante superior
(2697,66) aquela apresentada pela segunda (8383 provavelmente se deve ao fato
da amostra PB ter sofrido um processo adequaderneehtacdo 0 que ocasiona maior

reducao no teor de fendlicos e consequentementerragvidade antioxidante.

Grafico 5: Atividade antioxidante nas amostras TE, PB e AR pétodo DPPH.
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TE — arddsia tratadas enzimaticamente; PB — am8rizkra fermentadas, néo tratadas, padréo
de boa qualidade para aroma de chocolate; PR —dm@a&insuficientemente fermentadas, néo
tratadas, padréo de baixa qualidade para aromiacdelate.

Com relacdo a determinacédo de atividade antioxéddpeto método ABTS a
tabela de comparacdo de médias (Tabela 20) indieando ha diferenca estatistica
significativa ao nivel de probabilidade de 5% emtseamostras PB, TE e PR. Apesar
das amostras ndo serem consideradas estatistiearddatentes observa-se que a
amostra TE apresentou atividade antioxidante m¢i8d5,86) que a amostra PR
(1414,07) (Gréfico 6). Isso pode estar relacioreagoesenca, na amostra PR, de outros
compostos antioxidantes além dos compostos fersdtina fatores experimentais.

A observacao da Tabela 20 e Grafico 6 permite percainda que a amostra TE
expressou atividade antioxidante maior (1815,8® glamostra PB (1690,97). Além
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disso, a diferenca entre as médias de atividadexafdnte nas amostras TE e PB é
consideravelmente menor (124,89) que a diferenga as amostras TE e PR (401,79)
indicando que a amostra TE aproxima-se mais dadpadeal para aroma de chocolate
(PB) do que do padrao indesejavel para esse ariBR).

Apesar de nado haver diferenca estatistica entremédias de atividade
antioxidante das amostras PR e PB ao nivel de bpitmzale testado (p<0,05),
observou-se que, inesperadamente, a primeira equredividade antioxidante inferior
(1414,07) aquela apresentada pela segunda (169G:8@)pode sugerir a presenca, na
amostra PB, de outros compostos antioxidantes dténfiendlicos ou se dever a fatores

experimentais.

Grafico 6: Atividade antioxidante nas amostras TE, PB e AR método ABTS.
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TE — ardoésia tratadas enzimaticamente; PB — améngga fermentadas, nédo tratadas, padréo
de boa qualidade para aroma de chocolate; PR —daa&rnsuficientemente fermentadas, nédo
tratadas, padréo de baixa qualidade para aromacdelate.

Com relacdo a determinacédo de atividade antioxddgeto método FRAP a
Tabela 20 indica que ndo ha diferenca estatistjréfisativa ao nivel de probabilidade
de 5% entre as amostras PB, TE e PR. Apesar dastrasimao serem consideradas
estatisticamente diferentes observa-se que a amoBH apresentou atividade
antioxidante menor (182,27) que a amostra PR (RY¥9®réafico 7). Isso constitui um
indicativo da eficiéncia do tratamento enzimatié@ogue menor atividade antioxidante
sugere menor teor de compostos fenolicos e melaserdolvimento do aroma de

chocolate.
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A observacao da Tabela 20 e Grafico 7 permite percainda que a amostra TE
expressou atividade antioxidante menor (182,27)agamostra PB (220,97) sendo que
a diferenca entre as médias de atividade antiotedamas amostras TE e PB é
consideravelmente menor (38,70) que a diferenge est amostras TE e PR (96,73)
indicando que a amostra TE aproxima-se mais dadpadeal para aroma de chocolate
(PB) do que do padrao indesejavel para esse ariBir).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica entremédias de atividade
antioxidante das amostras PR e PB ao nivel de pitatzale testado (p<0,05),
observou-se que, como esperado, a primeira apeeatuidade antioxidante superior
(279,00) aquela apresentada pela segunda (22059@)provavelmente se deve ao fato
da amostra PB ter sofrido um processo adequadernentacdo o que ocasiona maior

reducédo no teor de fendlicos e consequentementerravidade antioxidante.

Gréfico 7: Atividade antioxidante nas amostras TE, PB e AR método FRAP.
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TE — arddsia tratadas enzimaticamente; PB — amérizira fermentadas, néo tratadas, padrao
de boa qualidade para aroma de chocolate; PR —dm@&msuficientemente fermentadas, néo
tratadas, padréo de baixa qualidade para aromiacdelate.

Obervando-se os dados de modo geral é possivebhmErque a atividade
antioxidante nas amostras PB, TE e PR é variavacdedo com o método empregado
para a medida. No caso especifico do método DP&Eelpe-se que a atividade
antioxidante é maior na amostra PR (2697,66), dagpela amostra TE (1526,45) e
pela amostra PB (834,07) (Grafico 5). Esse resnltadrresponde ao esperado
considerando-se que, de forma desejavel, o contéédendis € reduzido em PB (em
funcdo da fermentacdo adequada) e TE (em funcatrattbmento enzimatico) em

relacdo a amostra PR. Para o método ABTS percehaesa atividade antioxidante &
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maior na amostra TE (1815,86), seguida pela amB&rél690,97) e pela amostra PR
(1414,07) (Grafico 6). Isso possivelmente indica gutros compostos, diferentes dos
fendlicos, estdo agindo como captores do radical B e que esses compostos estao
mais presentes na amostra TE do que nas demaidrasndsntretanto, vale destacar
que, como descrito anteriormente, a amostra TEsapta tendéncia a estar mais
proxima de PB do que de PR, o que era esperadeciisamente para o método FRAP
percebe-se que para todas as amostras a atividkoeidante € baixa (PR: 279,00; PB:
220,97; TE: 182,27) ndo havendo diferenca consigérantre elas. Isso pode ser
indicativo de que a reducédo do ferro ndo constitna forma importante de atividade
antioxidante do cacau.

E importante destacar que embora o tratamentonétizo proposto reduza a
guantidade de fendis, o que é desejavel para atingiroma ideal de chocolate, o
mesmo nao elimina outros compostos com atividatiexadante do cacau. Além disso,
os resultados obtidos indicam que o perfil de daitede fendlicos e atividade
antioxidante da amostra TE se assemelhou muito aaida amostra PB do que da
amostra PR.

Em relacdo a capacidade antioxidante em améndoaacae Aikpokpodion e
Dongo (2010) estudaram o perfil da capacidade xidaate do sistema, do primeiro ou
sexto dia de fermentacéo, quando os compostosdea@ao reduzidos. O conteudo de
catequina das sementes de cacau néo reduziu dardetenentacdo e os resultados
mostraram que, apesar da perda dos polifendisstatarante a fermentacdo, a
concentracdo restante nas sementes é altamentesrsigfipara resultar em uma alta
capacidade antioxidante.

Todorovic et al. (2015) avaliaram o teor de poliisn flavondides e
proantocianidinas de chocolates produzidos na &érutilizando métodos
espectrofotométricos. No mesmo estudo foi avaliadatividade antioxidante de
chocolate e cacau pelos métodos DPPH, FRAP, ABDRAC. Os resultados obtidos
para todos os métodos utilizados indicaram quevalatle antioxidante de extratos de
cacau e chocolate seguiram o mesmo perfil dos dedeepolifendis, flavonéides e
proantocianidinas.

Silva et al. (2013) avaliaram a atividade antiaxigt de extrato seco de cacau

organico e constataram que esse extrato demogmbarr antixoxidante mediante sua
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capacidade em sequestrar aproximadamente 77% dozisalivres 1,1-difenil-2-
picrilidrazil quando empregado na concentracaoGfedg/mL.

Vinson e Motisi (2015) avaliaram antioxidantes ifgololicos em chocolate em
barra pelos métodos do reagente de Folin e FRARduseatequina como padrédo e
fazendo correcdo dos valores para solidos ndo gmas, fonte de polifendis em cacau.
Eles encotraram uma relacdo linear significanteeeat % de soélidos de cacau e a
atividade antioxidante concluindo que consumidai®sem escolher o chocolate com
base no teor de solidos de cacau.

Vale destacar que como os padroes (PB e PR) nssanaan pelas etapas de
tratamento enzimatico e secagem, consequentem@mfenam submetidos as variacdes
de pH e temperatura pelas quais as amostras tastarpm. Isso possivelmente
ocasionou diferencas que podem ter interferido nessiltados obtidos em todas as

analises realizadas.

5.4 ESTUDO DE VIABILIDADE

A partir das pesquisas realizadas até o presenteento, assim como o atual
cenario mercadologico e suas tendéncias futuradicaese que as circunstancias sao
inicialmente interessantes a implementacdo e difudd tratamento enzimatico
proposto. Principalmente quando considerada a wpdede de obtencdo de nibs de
boa qualidade para serem comercializados as inakise processamento.

Para compreender a viabilidade do empreendimentntqua escala de
producao, um estudo mais aprofundado dos impactias estratégias necessarias para
a producao de nibs de maior qualidade em escalatimal se faz necessario. O estagio
atual de desenvolvimento da tecnologia ndo peramita concluséo sobre seu potencial
de escalabilidade. Mas, considerando-se os resslt@dapresentados, é consistente a
alteracdo que o tratamento, através das enzimashi@nas, gera nas améndoas de
cacau de baixa qualidade (ardésia). Essa efetigjdalinda aos dados de mercado,
mostram um cenario positivo para a geracdo de wo pooduto, um chocolate com
uma qualidade superior, oriundo de cacau com bagialidade de fermentacdo. E
valido salientar que os chocolates produzidos &rpdeis améndoas tratadas ndo se
tornardo semelhantes aos ditos chocolates finos,poderdo até ocupar a posicao de

um produto intermediario entre os chocolates cotiveais e os finos
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Os estudos de mercado apontam para o Brasil compaisncom crescente
consumo de chocolate, ocupando atualmente a désoma colocacdo no ranking
mundial de consumo de chocolate per capita e cqeactativas de aumento gracas aos
incentivos das empresas desse mercado e ao tosideiccrescimento do setor. E
significante também o0 aumento na procura por paxddé maior qualidade, movimento
esse impulsionado pelo advento do poder de congrquestado pelas classes C e D,
que desejam experimentar e presentear chocolatesodea e sabor mais intensos.
Outro nicho do mercado de chocolate que vem gawmhaedtaque é o fato desse
produto ter ganhstatuscomo alimento funcional. Diversas pesquisas evidemn a
presenca de flavondides nas sementes do cacaw Semldecido o poder antioxidante
destas substancias e os beneficios que podem peoraosaude, cada vez mais a
ingestdo de chocolates com maior teor de cacau mormadicdo de acucar é
recomendada. Os proprios resultados obtidos na$isesdde concentracdo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante nasséas TE, PB e PR indicam que
embora o tratamento enzimatico proposto tenha rédw@zquantidade de fendlicos, fato
desejavel, ele ndo eliminou outros compostos cawmidatle antioxidante do cacau
sendo que esta se manteve em niveis considerdssg.indica que o tratamento
enzimatico, além de favorecer a elaboracédo de tdtecde melhoaroma mantém a
capacidade antioxidante do cacau e, consequentenosnpossiveis beneficios a saude.

Ainda em relacdo ao mercado brasileiro, o paisestada também como forte
produtor de cacau, e com indicios de que ir4 expand produgcdo nos proximos anos.
Para isso, os produtores contam com intensos imosrgovernamentais, semelhantes a
situacao no Para, como apresentado no Estudo tdidaae, em que os investimentos
visam que o estado aumente sua area cultivadam adi se tornar o maior estado
brasileiro produtor de cacau, até o ano de 2028e Esnario representa uma grande
oferta de insumos aptos a receber o tratamentoasoenzimas microbianas, gerando
assim um produto diferenciado, em relacdo as sugsiedades organolépticas.

A insercdo na cadeia produtiva como pretendido pefgcio, entretanto, pode
enfrentar barreiras, uma vez que este € um mer@adem estruturado. Mas, em
contrapartida, os empreendedores do projeto jaupossaima proximidade estratégica
com dois importanteslayersdo mercado. A Cargill, grande indastria de proaesnto
com fabrica no estado da Bahia, € um possivel codsu dos nibs gerados pelo

negocio proposto. E também a fabricante de chacdliars, que quer chegar em 2020
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vendendo anualmente 500 milhdes de dolares de lettesmo Brasil e passar de menos
de 2% de participacdo no mercado brasileiro de athtec para mais de 10% em sete
anos. Portanto as caracteristicas do mercado coambpara um cenario otimista nos
proximos anos, com oportunidades de crescimente diférenciacdo das linhas de

produtos, janelas importantes para a apreciacacltilates oriundos dos processos
de tratamento enzimatico.
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6 CONCLUSAO

Por meio da analise d&4 para as amostras TE, PB e PR foi possivel infeer

o tratamento enzimatico € eficiente, uma vez qanastra tratada enzimaticamente
(TE) alcanca padrédo quantitativo de peptideos itaptes para o aronde chocolate
bastante similar ao padrdo da amostra PB, condigadzal para esse atributo. Além
disso, pode-se concluir que tanto para a amostreonto para a amostra PB a maioria
dos peptideos analisados apresentam aminoacidosrtémfes para o aroma de
chocolate na extermidade C-terminal o que ndo acema amostra PR constituindo,
portanto, mais um indicativo da semelhanca entreaa®stras TE e PB e,
consequentemente, da eficiéncia do tratamento propo

A busca feita no BlastP apontou “inibidor de tniy@si como principal proteina
de origem dos peptideos sequenciados para a anRBtrsendo que essa nédo foi
indicada como proteina de origem para peptideasesepdos nas amostras TE e PR.
Para estas amostras a maioria das proteinas denorgpontadas ainda nao foi
caracterizada de modo que ndo € possivel conheeerinfluéncia no aroma de
chocolate. As possiveis proteinas de origem agastgpara a amostra TE nado
coincidiram com aquelas indicadas para a amostrawjgerindo, portanto, que deve
haver diferencas no aroma de chocolate produzidacada uma delas. Sendo assim,
pode-se concluir que, embora as améndoas enzimanta tratadas ndo tenham
peptideos de mesma origem protéica daqueles dedaa€rbem fermentadas, elas
também nao se assemelham a arddsia em relacageen@iotéica dos peptideos.

A analise da polaridade dos aminoacidos quenpéem os peptideos
sequenciados leva a conclusdo que ha predomindeciaminoacidos hidrofébicos,
sendo essa predominancia maior para as amostrasPHEdo que para a amostra PB.
Isso leva a sugerir que o padrao qualitativo dom@adweidos hidrofobicos presentes na
mistura de peptideos responsaveis pelo aroma dmlelt® é mais importante que o
padrdo quantitativo. Por outro lado, esse padréamtgativo torna-se extremamente
importante quando se fala especificamente dos &uidas leucina, fenilalanina,
alanina e tirosina de modo que € possivel infesg g presenca desses aminoacidos
hidrofobicos especificos em propor¢des adequadasancial para a obtencdo do aroma

de chocolate desejado.
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A andlise da polaridade dos aminoacidos lasteas peptideos analisados
mostrou leve predominancia de aminoacidos hidrofistonas extremidades N-terminal
para a amostra TE. Isso também constitui evidédaiaeficiéncia do tratamento
proposto considerando que esses aminodcidos esiapimiveis para reagir na Reacdo
de Maillard. Entretanto esses dados nao foram dersmios representativos ja que a
polaridade de aminoacidos laterais s6 pdode semamte para oito dos trinta e cinco
peptideos analisados.

A amostra TE expressou concentracdo de fersdfigmificativamente menor que
a amostra PR ao nivel de probabilidade testado,@p¥x0ndicando que o tratamento
enzimatico proposto, contribuiu para a reducéoetélicos exercendo efeito similar a
fermentacdo adequada das améndoas. Acompanhanelod@ndia do conteudo de
fendlicos, a amostra TE também expressou ativigad®xidante significativamente
inferior & amostra PR para dois (DPPH e FRAP) texssrhétodos utilizados. Apesar do
tratamento enzimatico reduzir a quantidade de fer@que € desejavel para atingir o
aroma ideal de chocolate, 0 mesmo nao elimina sutmmpostos com atividade
antioxidante do cacau. Além disso, os resultadagdad indicam que o perfil de
conteudo de fendlicos e atividade antioxidanterdasra TE se assemelhou muito mais
ao da amostra PB do que da amostra PR.

De um modo geral, para todas as analisesza€als as améndoas de cacau
tratadas enzimaticamente apresentaram perfil méigrpo das améndoas de cacau bem
fermentadas se distanciando da arddsia sugerirglo ¢natamento enzimatico proposto
é eficiente e pode levar a producdo de aroma deotdte desejavel mesmo partindo de
améndoas de cacau de baixa qualidade.

Em funcdo da complexidade, as andlises rea&zaneste trabalho séo
insuficientes para explicar o aroma de chocolatelyrido nas amostras analisadas.
Entretanto, importantes informacdes foram obtidasegtamente, irdo contribuir para
desvendar a contribuicAo de aminoacidos e peptigaos o aroma desejado de
chocolate.

As pesquisas realizadas juntamente com o atualicem&rcadoldgico e suas
tendéncias futuras indicam que as circunstancias is@ialmente interessantes a
implementacédo e difusdo do tratamento enzimatiopgsto, principalmente quando
considerada a oportunidade de obtencdo de nibs ode goalidade para serem

comercializados as industrias de processamento.
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ANEXO A — Estudo de Viabilidade

Tecnologia, produtos e oportunidades de negocio

1.1  Caracterizagao da tecnologia

O projeto em estudo propde uma metodologia dentexito enzimatico para a
aplicacdo em améndoas de cacau de baixa qualidadbecidas como ardosia, de
modo a contribuir para a formacao de precursoreardma do chocolate. De acordo
com o Regulamento Técnico da Améndoa de Cacauugdst Normativa n° 57 do
MAPA), ardésia sdo as améndoas nao fermentadasoldeacdo cinzento-escura ou
roxa, com embrido branco ou marfim e que podenpsesantar compactas. Também
sdo caracterizadas como ardodsia, as améndoas mantadas bem como aquelas
provenientes de frutos verdes fermentadas ou néo.

A fermentacdo € uma das fases consideradas maistanfes, pois € nela que
se da inicio a formacdo dos precursores do salaworea do chocolate (ESTIVAL,
2010). Na fermentacdo natural do cacau ocorrersforanacéo de alguns compostos
em outros, que irdo ser 0s precursores de salvomaa

A tecnologia, portanto, busca simular esse procesgamatico que ocorre no
cacau, a fim de criar um tratamento enzimaticorgakhore a eficiéncia da fermentacao
do fruto. A producéo enzimética dos precursoreardma ira proporcionar uma melhor
qualidade a essas améndoas, geralmente responpaisibaixa qualidade dauor
produzido. Para tanto, foram testadas proteasashexipeptidases de diferentes fontes
(animal, vegetal e microbiana), sob diversas cdmdige tratamento.

Oliveira et al. (2011) avaliaram os tratamentos p@io de analise quimica
(eficiéncia de hidrolise) e analise sensorial ddenal tratado, através da comparagao
desse com améndoas de boa qualidade e de baixdaglealOs testes sensoriais foram
realizados por equipe de julgadores, composta jpmos e professores do curso de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadudtale de Santana (UEFS). Os
resultados mostraram que as améndoas tratadas eoziraa microbiana e a enzima
animal obtiveram maiores semelhancas com as am&ndea boa qualidade,
comparando com as enzimas de origem vegetal. Comaziana microbiana possui
custo menos elevado e fornecimento em quantidaatesiaveis, ela foi considerada a

mais viavel. Dessa forma, é possivel, atrad@siso de enzima microbiana, gerar, nas
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améndoas de baixa qualidade, a mistura de compgstosa liberar, apds a torrefacéo, o
sabor caracteristico de chocolate.

Os tratamentos enzimaticos realizados proporciomarama melhora de
aproximadamente 50% no aroma chocolate das améndoas de cacau de baixa alealida
favorecendo, portanto, o estabelecimento de umaduletgia a ser levada para inddstria de
manufatura do cacau e do chocolate.

1.2 A cadeia produtiva do chocolate e a aplicacdo dadeologia

A cadeia produtiva do chocolate pode ser organiead@rés grupos, sendo eles
as fazendas produtoras de cacau, as industriasadespamento e as fabricas de
chocolate. Os grupos estdo respectivamente vinasilag principais etapas produtivas
do chocolate.

A Figura 1 ilustra essas fases e etapas da cadelativa do chocolate.

KIS G

Etapa Etapa
Processamento Fazenda

Etapa Fabrica de
Chocolate

Figura 1 - Cadeia de producéo do chocolate
Fonte: http://piteu-cozinhafetiva.com/2012/07/25/
0-cacau-do-plantio-ao-ensacamento-das-amendoas-fetzgnda/

As etapas iniciais sé&o plantio, colheita, quebraatmu, fermentacdo e secagem
e acontecem geralmente nas fazendas produtoras. éfapa de fermentacdo que as

sementes do cacau passam para a denominacdo deloas\émpds perderem a
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capacidade de germinacdo. Nesse momento tambéermifseavo inicio da evolucdo das
caracteristicas de aroma e sabor, ja que, quarémreolhidas, as sementes do cacau
apresentam sabor amargo e adstringente, nao teradigugr valor como alimento. No
processo de secagem, as améndoas sdo dispostas @aras atingirem o nivel de
umidade pretendido e, por fim, serem comercialigage@ra as industrias de

processamento.

Nas industrias de processamento inicia-se o beaefnto das améndoas que
irdo potencializar a formacao dos precursores dmardo chocolate. Em um primeiro
momento sao realizadas as etapas de limpeza esdastnto, dando origem aos nibs —
matéria-prima para os derivados do cacau, confodlestacado na Figura 2. Em
seguida, é realizada a etapa de torrefacdo quéstesn um tratamento térmico das
améndoas de cacau com ar quente e, é essa, apa@ringsponsavel pelo
desenvolvimento do aroma do chocolate. Apds espaebs nibs torrados sdo moidos e
prensados dando origem #quor (ou torta) de cacau, insumo para a producdo do
proprio chocolate e também da manteiga e do p&adauc outro insumos importantes

para o chocolate.

Figura 2 — Fases do cacau durante o seu processamenteqer@a para direita, de cima para baixo: (1)
polpa do cacau; (2) sementes de cacau nao ferneeri@dméndoas de cacau secas e fermentadas; (4)
améndoas de cacau torradas; (5) cascas das améedcesau; (6) Nibs de cacau (limpa e triturada) em

destaque; (7); massa de cacau; (8) manteiga da;q@a0 de cacau.

Fonte: http://www.foto-grafo.de/Cocoa/cocoa_5.html



125

A transformacgdo desses subprodutos no produtg finahocolate, é realizada
em suma pelas fabricas de chocolate por meio dosegsos de conchagem e
moldagem. O primeiro implica ha mistura da massaat&au com outros ingredientes
como: agucar, leite, manteiga de cacau, lecitifaa@nilha, dependendo do tipo de
chocolate que se quer produzir. A etapa tambémpraéocar a evaporacdo de agua e de
acidos indesejaveis. Em seguida € realizada a ef@paoldagem para que o produto

final tenha a forma desejada, resultando nos chteoem barra, bombons e etc.

Embora a tecnologia esteja relacionada a etaparoehtacdo, ela serd aplicada
em outro momento da cadeia produtiva: no inicifeda de processamento. A aplicacéo
da tecnologia depende diretamente das etapas pgezare descascamento, além disso,
acrescentara a etapa de trituragcdo das améndoas cimetivo de homogeneizar os
iNnsSUMOS para a outra nova etapa: a de tratamemind@ico - que complementa o
processo de fermentacdo das améndoas e estimulaeosrsores de aroma do

chocolate. A Figura 8ompara as etapas sem e com o tratamento enzimatico

Figura 3 - Comparacao entre o Processo Tradicional na indi® Processamento e o Processo com
Tratamento Enzimatico

Processo tradicional na Industria de Processamento

1, N [ X Tratamento : = |
< e - ommaens « T - e - (Y- (- Y.

Novas etapas
N0 Processo

Fonte: Elaborado pela equipe do IEBT
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1.3 Problema de Mercado

1.3.1 Diferenciacao entre chocolate fino e convencional

Sobre diferenciacdo de precos e qualidade do carauercado contempla
apenas duas categorias basicas que sdo a do fipdeBuivalente a um cacau do tipo
regular e/ou ordinario) e também o tipo FinoRdavor (identificado por sua capacidade
aromatica ou fina qualidade) (PEREIRA, 2009).

Sob os aspectos genéticos, é possivel entdo, darerclassificacdo de acordo
com o tipo do cacau, sendo o Crioulo ou Trinit@riespécie que produz o cacau do tipo

Fino, enquanto que a espécie Forastero produzaw actipo Bulk.

Figura 4 - Cacau dos Tipos Forasteiro e Criollo

Fonte: www.foto-grafo.de/Cocoal/cocoa_2.html

Segundo o vice-presidente de Chocolates PremiuAssdaciacdo Brasileira da
Industria de Chocolates, Cacau, Amendoim, BalagrvBdos (Abicab), o consumidor
brasileiro vem buscando produtos mais sofisticaglake maior qualidade, tendo em
vista que o0 aumento do seu poder aquisitivo Ihegronou viajar mais ao exterior e
experimentar os chocolates finos. No entanto, ddgade do produto final inicia-se com
0 sabor das améndoas de cacau, influenciado peladicbes de onde estas séo
processadas. Todas as etapas, desde os cuidadas cataueiros até a fermentacéo e
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secagem das sementes podem ser responsaveis pd0%tédas caracteristicas
organolépticas do chocolate, principalmente solsabor e aroma.

S&o varias as distingbes entre a producdo do atecabnvencional e do
chocolate fino. Para producdo do chocolate conwveatindo hd nenhum cuidado ou
controle especial, pois se inclui na sua elaboragdo tipo de cacau, inclusive frutos
danificados ou fora do ponto de maturacdo. A feta@o das améndoas de cacau €
curta - entre trés e quatro dias - para que a pded@eso, que ocorre durante a
fermentacdo, seja a menor possivel, sendo quecpdeadia de fermentagdo perde-se,
em média, 1% do seu peso. A secagem das aménde#ta @o sol e também em
secadores artificiais, agilizando esse processedezmdo os custos de elaboracéo
dessas améndoas. Portanto, a producédo do chocolatencional visa a reducédo dos
custos de elaboracéo do produto e ndo a sua gumlidaja vista que no mercado néo se
paga prémio pela qualidade desse tipo de cacauARERS, 2009).

Na producao do chocolate fino diversos procedingedéyem ser seguidos a fim
de garantir a qualidade do produto final. Todo cacautilizado € previamente
selecionado, aberto cuidadosamente para ndo esr@méndoas e, entdo, nova selecao
é feita. A massa de cacau é conduzida no mesm@at& 0S cCOX0S ha casa de
fermentacdo, onde sera fermentada por cinco adgetesendo essa massa revolvida a
cada 48 horas. Um dos requisitos para essa etgpa as améndoas sejam originarias
de frutos maduros, uma vez que a partir de fruesdes ndo se desenvolve qualidade
que se assemelhe a das améndoas maduras, a ee#sSaria a producdo do cacau
fino. Um ponto de atencéo é que o tempo de ferma@atpode variar de acordo com a
época em que foi colhido o cacau.

Concluida a fermentacédo, essa massa para cacaé fionduzida as barcacas,
gue possuem seus lastros confeccionados em mdldeira, paraiba, cedro, jequitiba,
etc.), onde o processo de secagem se da sob arsoitel aproximadamente 10 dias,
havendo variacdo no tempo dessa exposicao das aageanh funcdo do clima. Todos
os lotes comercializados sdo previamente seleansnagndo descartados aqueles em
que a fermentacdo e a secagem das améndoas rgematnperfeicdo. As impurezas
sdo removidas, como também as améndoas defeit(gascotilédones, germinadas,
quebradas, etc.) e, 0os sacos que porventura camtesinais de mofo sédo substituidos,

até mesmo depois de classificados, quando dadiacaacos para exportacao.
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A embalagem também faz parte da preocupacédo datprodesse segmento,
todos os sacos sdo sequencialmente numeradosificdelols com a logomarca da
fazenda e a data do término da secagem, para ggarper rastreados, se necessario
(TAVARES, 2010).

O mercado mundial que produz e comercializa o datega contempla um
conceito de qualidade para o dito chocolate firmalgnente utilizando cacau de uma
Gnica origem e com aproximadamente 70% de cacatomp@osicdo da massa, tendo
como resultado a producdo de chocolates com cesdittas especificas de aroma e
sabor. Nesse cenario, percebe-se um mercado exigeas que paga prémio sobre o
preco cotado na bolsa de Londres (TAVARES, 2010).

1.3.2 Baixa na producédo de cacau no Brasil

O Brasil ja& se destacou nesse mercado como um dagertador de cacau,
sendo essa cultura uma importante fonte de divas o pais. Entretanto, foi
verificado um acentuado decréscimo na producaadldérasde cacau entre os anos de
1990 e 2002. Isso ocorreu principalmente devidibedrecidéncia da vassoura-de-bruxa,
causada pelo fungdoniliophthora perniciosaque ataca o cacau ainda no pé e destroi
o fruto.

Figura 5 - Cacau acometido pela vassoura de bruxa

Fonte: http://www.ceplac.gov.br/radar/cacau.htm
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Outro problema recorrente que contribui para adaxpressao brasileira no
setor é a baixa qualidade das améndoas produzidas, vez que 0 processo de
fermentacdo e secagem ¢ feito nas fazendas, séqueueontrole de processo. Assim,
uma porcentagem significativa das sementes de lzai@gdada ndo sofre as alteracdes
necessarias, principalmente a acidificacdo do pdneento da temperatura, para que as
reacdes enzimaticas se processem de forma saisf&lonsequentemente, uma por¢cao
importante das améndoas a serem torradas ndo dbsepvaroma caracteristico, o que
leva a perda de qualidade do chocolate produzjslrtir dessa matéria-prima. Embora
esse problema seja conhecido ha bastante tempficasse no Brasil pouca alteragédo
nos processos de fermentacao utilizados, o quealévalstria processadora de cacau a
buscar solucdes alternativas a serem aplicadassdgp@rée-processamento no campo.

Em relacdo a comercializagdo, o principal probleientificado refere-se a
dificuldade de acesso as tecnologias para agred@r & améndoas — transformacéo na
chamada massa de cacauliquor. Os equipamentos disponiveis no Brasil sdo de alto
custo o que impede o pequeno e meédio produtor eaocate agregarem essa etapa da
producdo, que representaria um aumento de maisO@&o Ino valor do produto
comercializado. (CINTRA,2010).

1.4  Protecao intelectual

A tecnologia do processo de aproveitamento de apa&nde cacau de baixa
qualidade para a obtencdo de uma mistura de cooypagte, apos a torrefacéo,
desenvolva um aroma de chocolate significativamesg&nelhante ao aroma
desenvolvido a partir de améndoas de cacau deqadtbdade, estd em processo de

deposicéo de patente junto ao Instituto Nacion&rd@riedade Industrial (INPI).

Existem algumas tecnologias similares ja patenteada principal delas é a
patente US5888562, de autoria da Nestec S.A..cipal diferenca entre essa patente
e a do estudo em questdo é a faixa de pH utilipadla aplicacdo da enzima nas
améndoas de cacau de baixa qualidade. No casdeatdgda Nestec S.A. a faixa vai de
3 a 8 e para este estudo, a faixa de pH é maigaestdo de 3,0 a 4,5.

Outras patentes relacionadas sao: US 2003/0148417 qhe trata mais
especificamente de aspectos da sequencia de DNAvatos na producao do sabor do

cacau; US 2003/0219511 A1, relacionada com um rgmrce carboxypeptidase o
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polipeptideo codificado por meio dele, que podeusdéizado na fabricacdo do cacau;
WO 02/063974 Al, sobre o processo de preparacdioatede cacau enzimaticamente

hidrolisado e seu uso para producao de chocolatecessar reacdes de sabor.

1.5 Estagio de desenvolvimento

O inicio do desenvolvimento da tecnologia em estpeddiu da busca por
referenciais teoricos capazes de embasar tecnitanasnalteracées propostas e o0s
resultados almejados, alcancando assim o0 estigmgudeo tratamento enzimatico
proposto é factivel. Como resultado preliminar,egbtse a comprovacdo de que
alteracdes enziméticas poderiam potencializar oitoefelo afloramento das
caracteristicas de aroma e sabor desejaveis naglaasde cacau de baixa qualidade,
por meio da atuacdo de enzimas microbianas esmecifgue, ao gerarem,
principalmente, peptideos e aminoacidos livres mizgieiam o aromearacteristico do
chocolate.

Esse mesmo fato foi averiguado no estudo dos pstpres J. Voigt, D.
Wrann, H. Heinrichs e B. Biehl que realizaram testem tratamentos enzimaticos em
diferentes culturas utilizando coco, sementes desgpl, avelas e cacau. Os resultados
obtidos elucidaram que dentre as culturas anabsastanente a de cacau apresentou
uma alteracdo significativa quanto a otimizacawloken¢cdo dos precursores de aroma
devido a estrutura quimica particular das vicilifgi®bulinas) presentes nas sementes
de cacau. Esse efeito foi comprovado através desteensoriais, em que 50% dos
participantes do teste reconheceram o aroma cesdicte do chocolate nas améndoas
tratadas com as enzimas.

Além disso, no mercado ja se encontram patentatags que também visam,
por meio de alteracbes genéticas enzimaticas, @camm nivel ascendente quanto a
gualidade das améndoas de cacau a partir dos poeesiide aroma.

Para averiguar a evolucéo e atuacao da tecnologiastudo foram realizados
testes sensoriais que consistem em medir, analisgerpretar as reacfes produzidas
pelas caracteristicas dos alimentos e materiaisef@) como elas sdo percebidas pelos
orgéos da visdo, olfato, gosto, tato e audicdde€tes foram realizados no Laboratério
de Andlise Sensorial da Universidade Estadual i@ Ee Santana (UEFS) a partir de

amostras de pd de cacau enzimaticamente tratade.t€ste consistiu em duas etapas,
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primeiramente realizose o Teste de Diferenca de Controle em que oscipantites
deveriam comparagatravés do aroma, seis amostras de améndoasuamanhostras ¢
controle —uma de améndoas de cacau de boa qualidade e uoralaecgméndoas ¢
baixa qualidade -e classific-las quanto a similaridade. Em um segundo mom:
instituiuse o Teste de Ornagdo de Preferéncia, os julgadores foram orieata
ordenar as amostras conforme a preferéncia, egarekcaromade chocolate. Ambc
0s testes apresentaram resultados favoraveis gaartatamento enzimatico aplica

Como conclusédo dos estudos até essa etap-se que € possivel, através
uso de uma endoprotease aspartica seguido pekagii de uma carboxipeptid:
(exopeptidase), gerar, nas améndoas de cacau sa Qaalidade, a mistura
compostos que irdderar, apos a torrefacdoaromacaracteristico de chocolat

A Figura 6 abaixo apresenta um esquema com a fasBeskenvolvimento ¢
tecnologia, indicando que ainda ha importantesastaje testes e verificacbes p
conferir melhores resultados a tologia, bem como sua caracterizagdo como prod

potencial para escalabilida

Figura 6 — Estagio de Desenvolvimento da Tecnologia

Revisao Teste em Protétipo de Protétipo do Lote Piloto Produto Final
Bibliografica Laboratério Laboratério Produto (Comercial)

Fonte: Elaborado pela equipe do IEBT

2 Mercado

2.1  Aspectosregulatorios

Alguns regulamentos e legislagbes em ambito nakitmzem importante
informacfes do funcionamento do mercado de cacaBrasil, assim como a forn
como ele é regulado: incentivado ou limitado. Abali@ram destacados alguns que

relacionam ao estudo, acompanhados de uma brelieaedo

2.1.1 Regulamento e Legislacé
« Regulamento Técnico para Chocolate e Produtos de €’
Visa fixar a identidade e as caracteristicas migimia qualidade a que dev

obedecer o Chocolate e os Produtc Cacau.

1. Fontehttp://www4.anvisa.gov.br/base/visadoc/CP/CP%5B-1-0%5D.PDF
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- Decreto n° 5.302 /2004

Promulga a nova versao do Acordo Internacional doaG que visa harmonizar o
mercado cacaueiro através da cooperacao técnieavidgendo as areas de pesquisa,
geracdo e transferéncia de tecnologia objetivandustentabilidade sob o critério
econdmico.

- Lein° 3665/2012

Ainda em tramite no Senado Federal, esse projstoavicriagdo de um Selo Verde
para o cacau. Dentre os critérios estabelecid@aabtencdo do Selo Verde Cacau, os
cacauicultores terdo de atender aos estabelecidprojeto, entre eles: observar as leis
ambientais e trabalhistas nacionais, estaduais mcipais; explorar a atividade de
maneira sustentavel, desde que nao descaractecalesura vegetal existente e nao
prejudiqgue a funcd@mbiental da area; cultivar o cacau na modalidapeflarestal
cabruca no bioma Mata Atlantica, para o qual sericedido o Selo Verde Cacau
Cabruca, ou sob a forma de sistemas agroflorastaiBoma Floresta Amazonica, para
0 qual serd concedido o Selo Verde Cacau Amazaiéamodo a conservar a
diversidade biolégica e seus valores associadoge@&sos hidricos, os solos, 0s
ecossistemas e paisagens frageis ou singularesgemdarse ao maximo possivel as
funcdes ecoldgicas da floresta.

O cacauicultor detentor do Selo Verde tera um pdiferenciado e valorizado no
mercado, pela demanda crescente por produtos eoadas corretos do ponto de vista
ambiental e social.

« Lein°®10831/2003

O cacau organico é cultivado através de sistempraiducdo organica, tal como
definido internacionalmente no Codex Alimentatiasno Brasil, pela Lei n° 10831 de
23 de dezembro de 2003 — que visa ao fim do usmd#oxicos, a sustentabilidade, a
protecdo do meio ambiente, a maximizacédo dos loef§ociais, & minimizacdo da
dependéncia de energia ndo renovavel, ao uso dassos naturais, bem como ao

respeito a integridade cultural das comunidadeaisuDessa maneira, o chocolate

organico ndo possui leite em sua composi¢do quebstisiido por soja organica. O

2 Fonte: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_a04-2006/2004/decreto/D5302.htm

3. Fonte: http://www.ceplacpa.gov.br/site/?p=4523

4 - Fonte: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/1&2603/110.831.htm

®. Fonte: Cédigo Alimentar: é uma coletinea de pesintconhecidos internacionalmente, cédigos deutand
orientac@es e outras recomendacdes relativas ardtisy producdo de alimentos e seguranca alimentar.
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produto também é isento de glaten, gordura trariesterol, e suas embalagens sdo de

papel reciclado.

2.1.2 Certificacao e registros

« UTZCERTIFIED ®

Trata-se de um programa de certificacdo mundiajual define as regras para a
producdo e abastecimento responsavel de café, chéaa. Essa certificacdo baseia-se
em um sistema de rastreabilidade que assegura qcefép cha ou cacau foram
cultivados e colhidos de forma responsavel. Pa@, isngloba-se requisitos gerais de
gestdo, de rastreabilidade, boas praticas agrioelaspetos ambientais e sociais
especificos.

A certificagcdo UTZ reconhece e bonifica os esfomesessarios para implementar e
melhorar os processos produtivos. Ao fomentar gess#gas tem-se bons resultados,
tanto na qualidade das améndoas de cacau comonampé&ualidade de vida dos
produtores e trabalhadores rurais. Além disso,i@ativa vem ao encontro de uma
demanda crescente por produtos mais sustentaseitahdo a entrada em mercados
mais exigentes.

Na Bahia, quatro produtores foram auditados reosgriée, tornando-se pioneiros
no fornecimento de cacau produzido no Brasil comarga de praticas sustentaveis.
Outros 12 produtores de cacau passarao pelo poodes=sertificacdo até maio de 2014.
Somados, esses produtores representardao um vohnmeanaado de mil toneladas de

améndoas certificadas.

2.1.3 Programas Governamentais

« Programa de Desenvolvimento da Cadeia Produtiva d@acauicultura’

Implementado no Estado do Para e coordenado pefes€a@o Executiva do Plantio
da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), com a colaboracadSeeretaria de Estado de
Agricultura, o programa tem como principal objetisasnar o Para o maior produtor
brasileiro de cacau até 2023.

Para alcancar a meta estabelecida, o programa prey@antacéo de acbes em dois

principais agroecossistemas: varzea e terra fildes terras de varzea, o programa

6 - Fonte: https://www.utzcertified.org/pt/productstoa
" - Fonte: http://lwww.sagri.pa.gov.br/posts/view/fBtgrama_de_desenvolvimento_da_cacauicultura
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pretende alcancar uma producdo de 12 mil toneld@asméndoas de cacau nos
proximos sete anos, ocupando uma area equivale2ienal hectares. Em terra firme,
visa atingir, no mesmo periodo, a producdo de 2#47taneladas e ampliar a area
cultivada para 220 mil hectares.

O programa também prevé metas de aumento de prioldule em ambos os
ecossistemas, passando dos atuais 806 quilos gtard@ara cerca de 1.237 quilos por
hectare em terra firme até 2019, e de 160 quiloh@ctare na varzea para cerca de 600

quilos por hectare nesse periodo.

- Programa de Revitalizacdo das Areas Produtoras de aau do Espirito
Santo

O municipio Cachoeiro de Itapemirim, no Espiritsmt®a tera novo incentivo a
diversificacdo agricola. O cacau, ja produzido stado, tera prioridade na politica do
agronegocio da cidade. A prefeitura quer que oicipio produza cacau em grande
quantidade, aproveitando as condi¢cfes climaticasrdaeis a essa cultura. Para isso,
oferecera assisténcia técnica e outros beneficipsodutores, em parceria com a
Comissdo Executiva do Plano da Lavoura CacaueiepléC), e com o0 governo do
estado.

A partir desse programa, os produtores terdo agessadas resistentes a vassoura-
de-bruxa, crédito financeiro com condi¢cfes difeiahas, apoio técnico direcionado,

pagamento por servicos ambientais e outros estémulo

2.2 Mercado Global de chocolate:

O mercado mundial de chocolate movimenta US$ a@tbed (JUSTE, 2009).
Segundo dados de 2007 da Associacao Brasileiradizsttia de Chocolates, Cacau,
Amendoim, Balas e Derivados (Abicab), o faturametdsetor foi de R$ 10,4 bilhdes,
divididos em R$ 7,2 bilhdes em chocolates, R$ #ibbs em balas, confeitos e gomas
de mascar e R$ 519 milhdes em amendoins

O mercado mundial de chocolates esta cada vez exagente. Assim, 0S

produtos lancados devem ser mais elaborados, citivgeee sua producdo devera estar

8 . Fonte:ESTIVAL, Katianny Gomes Santana; CORREA, Solange Radedantos; CINTRA, Lino Arnulfo Vieira
da. Do Consumo de Chocolates a Produgdo Cacaueieandiivas para Agregar Valor a Cadeia Produtiv€dcau
Fino em llhéus - Bahia — Brasil. In: CONGRESO LATINOAREANO DE SOCIOLOGIA RURAL, 8., 2010,
Porto de Galinhas?onencia.
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de acordo com as exigéncias da sociedade contengaorBratando-se de preferéncia, o
chocolate tradicional, adocicado, tem perdido espagx mercado mundial de forma

gradativa, cedendo lugar a produtos com maiorde@acau em sua composi¢ao.

2.2.1 Os principais players do Mercado Mundial de Chocolate

A Candy Industry publica anualmente uma lista da@ thaiores empresas do
mundo de doces, classificando-as por vendas liguikldabela 1 abaixo é um extrato a
partir dessa lista, apresentando as dez maioresesagpdo mundo de confeitaria que

fabricam algum tipo de chocolate, pelo valor liguik vendas em 2012:

Tabela 1- Lista das Principais Empresas de Chocolate dodd, Venda Liquida e Market Share -
Janeiro 2013.

Vendas liquidas em

ST 2012 (US$ milhges) Market Share
0,
Mars Inc (USA) 16.800 18%
0,
MondeEz International Inc (USA) 15.480 17%
0,
Barcel SA, division of Grupo Bimbo (Mexico) 14.095 15%
0,
Nestlé SA (Switzerland) 12.808 14%
0,
Meiji Co Ltd (Japan) 12.428 14%
0,
Hershey Foods Corp (USA) 6.460 7%
0,
Ferrero Group (Italy) 5.627 6%
Chocoladenfabriken  Lindt &  Springli A 5o 2%
(Switzerland)
0,
August Storck KG (Germany) 2.272 2%
2.200 206

Yildiz Holding (Turkey)
Fonte:ICCO™

Nesse contexto, as vendas liquidas das dez maorpsesas de chocolate do
mundo movimentaram mais de US$ 90 bilhdes em 2@ssas, apenas cinco
representam mais de 80% do mercado total, sends &lars Inc, Mondeléz

International Inc, Barcel SA e Nestlé SA.

° - Fonte: http://www.alasru.org/wp-content/uplo2@4/1/07/GT4-Katianny-Gomes-Santana-Estival.pdf

10 Fonte: Internacional Cocoa Organization: httpawicco.org/about-cocoa/chocolate-industry.html
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Vale destacar que a Ferrero Group - sétima posiedee ranking - mesmo se
tratando de uma empresa familiar, é avaliada ens maiUS$ 30 bilhdes, segundo
reportagem publicada na revista Valor EconditicOutro destaque é dado & empresa
Meiji Co Ltd, marca japonesa de chocolates e cto¥ejue domina grande parte do
mercado asiatico, incluindo forte preferéncia pelmssumidores chineses.

A Figura 7 abaixo ilustra a distribuicdo dessas eepresas de chocolate no

mundo, e a estimativa de market share, segundovendss liquidas.

Figura 7 - Maiores empresas de chocolate do mundo

o s
[(HAH  STORCK Lot %

Fonte: Elaborado pela equipe do IEBT

2.2.2 Maiores Consumidores de Chocolate no Mundo

A Associacgdo Brasileira da Industria de Chocol@&cau, Amendoim, Balas e
Derivados (Abicab) publicou o consumo mundial decciate per capita em 2011,
conforme a Figura 8, na qual se observa que oipahconsumidor é a Suica, com um
consumo anual de 10,6 Kg de chocolate por pesdemahiha, Reino Unido e Noruega
seguem com um consumo superior a 9,0 Kg/hab. OilBragpava a décima nona
posi¢do, quando cada habitante consumia 2,5 Kgpar nimero esse que subiu para
2,83 Kg em 2012.

1 Fonte:  http://www.valor.com.br/impresso/wall-grgournal-americaf#rreroum-negocio-que-fica-em-

familia#t#tixzz2mMLO3rDG
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Ainda, segundo a Abicab, esse comportamento desear a um ritmo de 6%
Nnos proximos anos.

Figura 8 - Consumo Mundial de Chocolate per capita em 2011
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Fonte: Caobisco — Elaboracédo: Abicab/ File: C:\Chocol&ksiejamento Estratégico\Planejamento
Estratégico 2013\Consumo per capita mundial deathtes2011.xIsx.

Em relacéo ao consumo total de chocolate no palist¢slas as formas), o Brasil
passa a ocupar a 42 posicdo mundial, com um condamodem de 717 mil toneladas
no ano de 2012. Nos ultimos 10 anos, o consumdadhdeotate no Brasil cresceu, em

média, 11% ao ano.

2.2.3 O Mercado Mundial de Cacau

Na outra ponta da cadeia do chocolate, estdo odufmmes de cacau,
responsaveis pelo abastecimento do principal insdm@roduto. De acordo com a
Organizacdo mundial do Cacau, o maior produtor atwe do mundo € a Costa do
Marfim com 35% da producédo, seguida de Gana, cofh. 2Ma sequéncia vem a
Indonésia, Nigéria, Republica dos Camardes e Bi@sBrasil, que h4 trés décadas era
o0 maior produtor de cacau do planeta, hoje é respeh por apenas 5% das améndoas
colhidas, revezando-se com o Equador na sextaagdoc

Abaixo na Figura 9 segue o mapa mundial identificans paises com maior
producdo de cacau. Constata-se no mapa que dosns&tees produtores, quatro

encontram-se no oeste da Africa.
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Figura 9 - Paises com maior producao de cacau

Fonte: Elaborado pela equipe do IEBT

A Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacatfi@EPLAC) que tem
como missao promover o desenvolvimento sustentfageregides produtoras de cacau
no Brasil, publicou em setembro de 2013 informagi@snercado mundial de cacau.
Quanto aos maiores produtores de cacau do muntiyesbe que:

« Na Costa do Marfim, as firmas exportadoras estimague as entradas
acumuladas de cacau nos portos até setembro de B&idn alcancado
1.391.000 toneladas frente ao volume reportado.8@41000 toneladas para
data equivalente em 2012, indicando elevacao ad&4.,2

« Em Gana, as compras divulgadas pelo Cocobod revgleadia em 2013. Feita
extrapolacdo a partir dos poucos dados publicatgona de agosto, as compras
totais da corrente safra teriam alcancado 803 @%€ladas ou 4,79% abaixo das
844.416 toneladas, em data equivalente no ano gD

* Na Indonésia, dados da industria para a llha devid e informacdes
governamentais para Lampung, conforme publicacdoAdéancia Reuters,
indicaram que o total combinado das exportacbesadau em grédo das duas
regides na corrente safra, incluindo outubro de22®julho de 2013, totalizou
97.563 toneladas, comparadas as 98.570 toneladasesmo periodo na safra

passada, mostrando reducao de 1,02%.

“Fonte: CEPLAC
http://www.ceplac.gov.br/paginas/infomercado/Infa4C3%A7%C3%B5es%20de%20Mercado%2020.pdf
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» Para a Republica dos Camardes, o National Cocoaafee Board (NCCB)
divulgou que a producgédo total do pais na safra /2312Zjue vai de agosto a
julho na contagem local, somou 228.941 toneladgsjramente acima das
220.000 toneladas da safra passada.

Em relacdo ao consumo de cacau, os dados publigatloeplac apresentam um
aumento expressivo no mercado norte-americano ti2 @ 2013. As importacdes de
cacau norte-americanas para o 2° trimestre de 20f&taram 117.277 toneladas de
cacau, 71,51% acima do mesmo periodo de 2012. Awriatbes de manteiga
alcancaram 13.063 toneladas, volume 9,08% maioreque2012. Para os sélidos, as
importagdes do 2° trimestre foram de 30.917 tomslacom elevacao de 18,61% frente
ao mesmo periodo de 2012.

2.2.4 Mercado Nacional de Cacau

O Brasil foi lider na producéo de cacau até apragimmente o ano de 1900. A
partir de 1910 passou a ser o segundo produtadepéo a lideranga para Gana. No
final da década de 80, a doenca vassoura-de-brassop a atacar as plantagbes de
cacau na Bahia, e a partir de 1994 a producaoldirascomecou a diminuir mais
rapidamente até atingir o seu nivel mais baixo a&fsas1999/2000 com 123 mil
toneladas. Apos esse periodo, com a introducédadéap com caracteristicas genéticas
de tolerancia ao fungo e de maior produtividadedas com o mercado promissor de
chocolate, a producédo retomou o crescimento.

Segundo a Ceplac, a producéo da safra de 201142012u cerca de 240,4 mil
toneladas de cacau, o que representa um aumedAt) to, quando comparada a safra
de 2004/2005, que foi de 170,8 mil toneladas.

A producéo nacional de cacau em améndoas estantmadz no sul da Bahia -
62% da oferta brasileira - seguida, em escala bémoar, pelo Para — com 26% - e por

Rondb6nia — com 7% -, conforme ilustrado na Figira 1
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Figura 10 - Distribuicdo dos produtores de cacau

Fonte: Elaborado pela equipe do IEET

Embora as perspectivas de producdo sejam posit\Brasil ainda nao é at-
suficiente na producdo de cacau para atendimentdedeanda interna. Atualmen
importase cerca de 30% do que o0 pais consome provenieniespalmente, de Gar
e da Costa do Marfim. Além da insuficiéncia de pigEtb de cacau ra atender o
mercado interno, o Brasil exporta cada vez meremsranoditie. Assim, grande parte

producéo € focada no mercado interno, conformermadtigura 1.
Figura 11 — Destino da Producdo Nacional de Cacau
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Fonte: Compilacao por: HUY Moreira Aditores —Elaboracao: Abicab/ File: C: Chocolate/Planejam
Estratégico/ Planejamento Estratégicos2013/ Matri2estino da Producéo.

13_ Fonte: Dados obtidos dettp://www.businessreviewbrasil.com.br/money_matt-industrie-do-chocolate-no-
brasil
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2.2.5 Mercado Nacional de Chocolat

No que tange a producao do chocolate, hoje o Braspa a terceira coloca¢
no ranking mundial, contando com 40 fabricas decalade distribuidas principalmer
no sudeste e sul do pais, com forte concentragd8&mnPPaulo, onde hoje existem
delas.

As industrias de processamento de cacau conce-se, em sua maiori
proximas a regido de maior producédo do grédo, néeB8&@o elas: ADM; Carg e Barry
Callebaut. A Indeca e a Nestlé locali-se préximas as fabricas de chocolate no e
de SaoPaulo. Vale ressaltar que a Nestlé também caras-se como uma granc
fabrica de chocolate no pais, com forte participag@mercad:

A Figura 12 abaixo apresenta o0 mapa do Brasil calistabuicdo das fazend

de cacau, industrias de processamelfabricas de chocolate.

Figura 12 - Distribuicdo dos produtores de chocolate

( Produtores de cacau / ’
) Industrias de processamento

(O Fabrica de chocolate

10
°,

Fonte: Elaborado pela equipe do IEET

1 _Fonte: Dados obtidos dehttp://www.ceplacpa.gov.br/site/?p=300%ttp://www.abicab.org.br/associar-
fornecedores/; e http://www.abicab.org.br/produtoschocolate/prod-chocolate/?site_section=associc-
chocolate&post_type=associadoy,
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A produgao nacional de chocolates no primeiro semee 2012 totalizou ma
de 228.212 toneladas, 4,2% maior se comparada amonperioo de 2011, segunc
dados da Associacao Brasileira da Industria de @ates, Cacau, Amendoim, Bala
Derivados (Abicab).

Os dados da Abicab ainda mostram que a producébaimlate no pais cresc
47% desde 2007, enquanto o consumo aparente cre$%eno mesmo periodo, o
justifica um significativo aumento da importacambe#m, conforme pode ser verifica

na Figura.

Figura 13 - Producdo, Consumo Aparente, Exportacédo e Importg@giotodas as formas) em 1

toneladas

710 732

2007 2008 2009 2010 2011 2012

mProdugéo mConsumo Aparente  mExportagéo  mimportagéo

Variagdo entre 2007 e 2012

Produgao:47,3%

Consumo Aparente: 54,2%
Exportagao:-20,0%
Importagdo :100,0%

Fonte: Fonte: Associados eompilagdo por: UHY MOREIR4~ AUDITORES | ELABORACAO:
ABICAB/File: C: Chocolates/Planejamento Estratéfjidados Estratégicos 2012/Matrizes/const
aparente.exe

Vale observar que apesar da crise financeira d8 208009, n&o houve eda
do consumo aparente de chocolate, que se mantateaprente estavel e ¢
apresentou um pequeno crescimento no periodonlestra que mesmo nao se trata

de um bem de primeira necessidade, o consumo deolet® ndo é vulneravel
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limitagbes no orcamento das familias. Por outdw,lanos anos seguintes, em que 0s
juros cairam e o crédito foi facilitado, causandaa euforia de consumo de maneira
geral, a quantidade consumida aumentou signifieatente. Dessa maneira, podemos
concluir que os consumidores de chocolate ndo thedeconsumi-lo em caso de crise,
mas aumentam seu consumo caso tenham confiancamanga.

Com isso, o produto aponta para uma caracterigtieeessante posto que seu
consumo é, de certa maneira, estavel com viésaeiorento. Além disso, ainda ha
grande potencial de crescimento para a producda,visgta que a producdo brasileira
ainda néo atende totalmente a demanda internacetaxquantidades n&o significativas.

2.2.6 Consumo de chocolate no Brasil

O chocolate mantém o ritmo de crescimento de sodugéo e consumo,
estimulado pelo aumento da renda e da insercamdenava classe consumidora. Entre
2007 e 2012, o consumo interno cresceu, alcancandarca de 3,7% de crescimento
anual ao final de 2012. Isso sustentou fortementesenvolvimento do segmento,
mesmo com queda de 4,4% no volume exportado no epsrindo.

De acordo com a Cacau Show, no Brasil, apenas mes#g de chocolate
movimenta em torno de R$ 7 bilhdes ao ano, com w@rcado nacional crescendo a
uma taxa de aproximadamente 12% ao ano. De to@onesstante, cerca de 80% é
dividido entre trés grandes empresas que dominamerocado de chocolates do Brasil:
Nestlé, Kraft e Garoto.

De acordo com o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica),
consumo per capita de chocolate em 2012 foi de R¢fBab. Destaca-se Sao Paulo e
Rio de Janeiro como os estados que mais consonigmindo as maximas de 5,73
Kg/hab e 5,75 Kg/hab, respectivamente. Na Figuratddh-se a representacdo desse
consumo, com a divisdo do Brasil em 7 areas. Eiyelssbservar a variacdo do
consumo para as diferentes regides, sendo not@oreggides mais desenvolvidas
consomem mais do produto, ao passo que quanto rder@sica a economia local ou

guanto menos urbanizada € a regido consome-se memosduto.

15 Fonte: IBGE censo 2010/Tendéncia Nielsen 2018bdiados ABICAB — Elaboracéo: ABICAB
File:C:Chocolate/Planejamento Estratégico/PlanejamEstratégico 2013/Consumo per capita brasileir@ 201
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Figura 14 - Consumo brasileiro per capita (kg/hab) em 2012.
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Fonte: IBGE censo 2010/Tendéncia Nielsen 2012/ Associadil€AB — Elaboracéo: ABICAB/ File
C:Chocolae/Planejamento Estratégico/Planejamento Estraté&fid 3/Consumo per capita brasile
2012.xls

Os chocolates finos, uma nova face desse mercaio, sSe destacando ¢
ambito nacional. Estudos da Abicab mostram quesh@aale dois anos eles respond
por apenas 1% do mercado e hoje ja correspondesrca de 6%- aproximadament
30 mil toneladas por ano de um total de 473 mikkadeas. Além disso, esse segme
cresce a taxas superiores ao do chocolate convehcpmois os consumidores busc
novas éernativas de consun

Quanto as perspectivas futuras, confiando no rilm@rescimento apresente
até o momento, as empresas do ramo tém investidmaabjetivo de que juntas leve
0 pais a segunda colocacéo, em termos de constér) 6. De acordcom a Abicab,
o principal esforco da industria esta na inovagiu, todas as etapas de produ

aprimorando e diversificando sabores, texturas aéaglkens, formatos e distribuic

2.2.7 Os principais players no mercado de chocolate no Bsil
O Brasil conta hoje com a presengca de duas granmdgsas no mercac
nacional, a Mondelez International (conhecida nis pela marca Kraft Foods) cc

36% do mercado e a Nestlé, que apés a compra daafate chocolates capixa
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Garoto em 2002, passou ominar o mercado com 45% do market share, de a
com dados da ABICAB de 20:

Mars, maior fabrica de chocolate do mundo, temgsdatte dobrar o nimero
funcionéarios no Brasil nos dez préximos anos e aheg 2020 vendendo anualme
500 milhdes de déres de chocolates no pais, aumentando sua pag#m no mercac
brasileiro para mais de 10% em sete ¢°

Além dessas grandes marcas, empresas como Arcodu8zo, Brasil Cacal
Cacau Show, Ferrero Rocher, Hersheys, Kopenhagemtras compde o gru de
outras marcas com 16% de participacdo no mercadonad, conforme apresentado

Figura 15 abaixo.

Figura 15— Market share das Fabricas de Chocolate no Brasil

MARS 3%

Fonte: http://www.businessreviewbrasil.com.br/money_matt-industria-doehocolat-no-brasil
Abicab

16_ Fonte: http://fexame.abril.com.br/revi-voce-sa/edicoes/178/noticias/o-google-dhecolate
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3 Negdcio
3.1 Oportunidades de Negdcio

3.1.1 Oportunidades Inicialmente Vislumbradas pelos Emprendedores

A partir do entendimento da cadeia produtiva docolade e a aplicacdo da
tecnologia nesse contexto, a primeira oportuniddde negoécio vislumbrada é a
producdo de nibs com a qualidade melhorada a mhrtiratamento enzimético para
atender uma demanda das indlstrias de processarAesim, consiste em um negocio
ainda no nivel intermediario da cadeia do chocptaie ira comprar améndoas de cacau
e realizar as etapas de limpeza, descascameritoag¢éio e tratamento enzimatico,
comercializando esse insumo para a industria deepsamento que seguird com as
demais etapas de torrefacdo e prensagem. Dessarangyweriam ser adquiridas
améndoas de cacau de baixa qualidade, e realizaflataonento enzimatico para
conferir a essas uma qualidade equivalente a paoddig chocolate convencional.

Ha também a possibilidade de se estabelecer p@ceom uma inddstria de
processamento de cacau, a fim de agregar ao seaspw produtivo o produto do
negocio aqui vislumbrado. Os pesquisadores envagvidm a tecnologia possuem boa
relacdo com a Cargill, empresa multinacional pryamija atividade € a producéo e o
processamento de alimentos. A vantagem disso équegocio teria uma demanda
certa, facilitando a gestdo da compra das amérelaagla a organizacédo da producéo,
além de ser possivel negociar a produgdoco, o que reduz custos de infraestrutura.
Por outro lado, vale observar que essa estratégya es riscos do negocio, tendo em
vista que ficara exposto as condi¢Oes e direciontoaala parceira, posto que essa tem

expressao elevada no mercado.

3.1.2 Outras Oportunidades Investigadas

Um atividade secundéaria que pode ainda agregarr vabo negécio é a
constituicdo de uma fabriqueta de chocolate, pestart 0 mercado de consumo final do
produto. Nesse sentido, a producdo de chocolata sealizada artesanalmente,
enquanto aproducdo de nibs pela empresa poderia seguir umagaiddustrial de

producdo. Assim, 0 negdécio ganha visibilidade emseconsumidores finais. Isso
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promoveria maior contato com a opinido do publicm & poderia oferecer subsidios
para o teste de novos métodos de producédo, bem aaatiacado da aceitacao de precos,
sabor e etc.

Outra possibilidade de negdcio para a tecnologig e estruturacdo de uma
industria de processamento, com a inser¢cdo daasetp®e implicam na aplicagdo da
tecnologia. Porém, os fatores de risco para esssilpla@dade implicam na competicao
com fortesplayers do mercado, uma vez que existem cinco grandes eagpmgue
realizam essas etapas de produc¢do no Brasil. Allgso,ch principal dificuldade para os
produtores de cacau em agregar valor ao seu pr@datinvestimento necessario em
maquinario para realizar as etapas de processamemtacau. Nesse sentido, essa néo é
inicialmente uma alternativa interessante paraliazgdio da tecnologia, por considerar

elevado custo e forte barreira de entrada.

Ha também a possibilidade de se vender em forns@mégo a agregacdo de um
NOVO processo para a industria de processamenssalerma, o negocio seria baseado
em um servi¢co de consultoria para a implantacdprdcesso de tratamento enzimatico,
com a organizacdo de fornecedores de enzimas,agdaptias etapas produtivas e
acompanhamento da implantagdo das novas etapasn&gscio, porém, apresenta uma
inviabilidade aparente, uma vez que o mercado w@ssirias de processamento no
Brasil € muito restrito, sendo dominado por cincanges empresas. Tais empresas tém
capacidade para investir e desenvolver por elasnasetecnologias para melhoramento
do processo, de forma que a negociacdo pode sar tdasfavoravel. Além disso,
adotando-se essa hipotese os pesquisadores nhergerde acordo com as quantidades

produzidas, de forma que os ganhos ndo serao padost

7

Outra forma de aplicar a tecnologia é a transféaéda mesma para uma

induUstria de processamento incluir as novas etamaseu processo produtivo.

3.2 Analise SWOT

3.2.1 Oportunidades, ameacas, forcas e fraquezas

A insercao e difusdo da tecnologia aqui apresergadanfluenciadas por diferentes
fatores de mercado, que podem ou nao estar sal@mefb direta dos pesquisadores e
do negocio por eles proposto. Da andlise dessesiear®d levantam-se as
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oportunidades, que influenciam positivamente a rorggdo; as ameacas, de fontes

externas a empresa e que pesam negativamentedexgides estratégicas; as forcas,

que descrevem as competéncias mais fortes do foagaocio; e por fim, as fraquezas,

que sdo caracteristicas internas da organizacao atrapalham e/ou ndo geram

vantagem competitiva.

e Oportunidades:

Os mercados atuantes, cacau e chocolate, tém cerspeptivas uma
continua expansédo motivados pelo crescente condorpooduto gracas
ao aumento do poder de compra das classes C e D;

Ampliacdo da procura por produtos de melhor qudéda

O Brasil é atualmente o 6° maior produtor de cawaumundo, o que
representa uma grande oferta de insumos;

Somente o estado da Bahia, onde a pesquisa foinwddgela, é
responséavel por 62% da producéo nacional do fruto;

O Brasil € 0 4° maior consumidor mundial de chdeplaendo esse
consumo mais expressivo nos estado de Sao Pauntob5ah Kg/hab e
Rio de Janeiro, com 5,73 Kg/hab;

Novos investimentos de grandpkyersdo mercado de chocolate no
Brasil, como por exemplo a Kopenhagen que vai tivesté 2015, R$
70 milhdes’ para expandir sua capacidade produtiva e a Mars, g

almeja uma participacao de 10% do mercado nacai@&020;

* Ameacas:

Desenvolvimento de tecnologias com foco de atuagadar: melhoria

da qualidade das améndoas de cacau (existem atelsteionadas);

O mercado de chocolate convencional se sustentaadmsixa qualidade
das améndoas de cacau utilizadas;

Concorréncia com os chocolates finos no mercadchdeolates de alta
gualidade;

Pulverizacdo da producdo de cacau no territéridtonat com aumento

de areas de plantio. O estado do Para, por exesmiouma politica de

17 Fonte: http://www.valor.com.br/empresas/3267kdgénhagen-investe-em-expansao
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investimento para ampliar a area cultivada, venessgrtando um ritmo
de crescimento em sua producao de 10% anuais;

Dificuldade de comercializacdo com os produtorecatsau devido as
relacdes e contratos ja estabelecidas com as @tivasrou diretamente
com as industrias de processamento;

Alteracdo na cadeia de producdo com a adicao datermediario entre

o produtor rural e a industria de processamento;

* Forcas:

Proximidade geografica com o mercado forneced@resentado pela
numerosa quantidade de produtores de cacau sittembgm no estado
da Babhia;

Proximidade geografica com um possivel mercado woitor,
representado pela industria de processamento Cdogilizada no sul
da Babhia;

Parceria com a Cargill para o desenvolvimento dguisa, facilitando o
fornecimento de améndoas de cacau de alta e baatiaage;

Facilidade de contato com duas grandes industriasndrcado de
chocolate, Cargill e Mars;

Comprovada melhoria da qualidade das améndoas dau,capos
aplicacao da tecnologia;

Utilizacdo da enzima microbiana, que possui cuatmrBvel, além de
fornecimento em quantidades apreciaveis;

Ampla experiéncia gerencial do empreendedor daotegia Eduardo
Guterman;

Ampla experiéncia e renome académico do empreendiedtecnologia
Aristoteles;

* Fraquezas:

Tecnologia em estagio de desenvolvimento incipie(aenda faltam
testes para comprovar as caracteristicas que sdboradas nas
améndoas e teste de producdo em escala);

Distancia geografica entre os empreendedores daltega;
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Fonte: Elaborado pela equipe do IEBT
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3.2.2 Ac0es estratégicas

Para obter um negdcio mais consolidado, algumagsa@stratégicas sao
necessarias a fim de aproveitar o cenario em qupretende atuar. Dentre essas
medidas, encontra-se em tramite a realizacdo dastguimicos para se conhecer a
composi¢cado do cacau tratado. Como resultado fisdra-se aumentar a eficacia do
tratamento aplicado. Dessa forma, o negécio sergramde potencial para o mercado

latente de produtos de alta qualidade.

Além disso, dado os resultados dessa tecnolodgepesle ser um atrativo para
importantegplayersdo mercado de chocolate, como forma de trazeriteredcial para
0S seus produtos, visto 0s continuos investimemos essas empresas estao

empenhando no mercado nacional.

Quanto a localizacdo geografica do negodcio, cordojén adiantado, € de
interesse que este tenha inicio no estado da Behiago a proximidade com os
produtores de cacau, uma vez que trata-se do dstasiteiro maior produtor do fruto,
resultando assim no acesso a uma grande ofertasdends. Também na regido
encontra-se uma das representantes do grupo dstriadide processamento, que
representa um potencial consumidor fortalecido pakcéo ja existente com os socios
do negocio pretendido e pelo fato de que, comoastdiando na realizacdo dos testes,

ja conhece a atuacédo da tecnologia.

3.3 Estratégia de comercializacdo

3.3.1 Posicionamento e modelo de negécio

A tecnologia em estudo, como ja descrito, atuaetagas de interface de dois
agentes da cadeia produtiva, o produtor rural m@sstrias de processamento. Dessa
forma, um posicionamento estratégico para que auboo proposto possa ser
incorporado, levando-se em consideracdo a andiseetcado e o comportamento de
seus agentes, assim como 0s pontos de gargalo goximealmejado, € criar uma
empresa intermediaria, no estado da Bahia, comeativa de receber as améndoas de

cacau dos produtores rurais ou através de coopesatpos completarem a etapa de
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secagem, aplicar a tecnologia em questdo e ref@ssantdo, para as industrias de

processamento.

A estrutura do negdcio sobre esses moldes, prinogpae se instalado no
estado da Bahia, oferece uma logistica facilitanlaedebimento da matéria-prima, as
améndoas de cacau, visto que na regido encontrampseximadamente, 37.000
produtores de cacau. Além disso, a proximidade nom das maiores industrias de
processamento instaladas no pais, com a qual osiipadores jA possuem uma boa
relacdo, representando um possivel mercado consumé&ta os nibs gerados ou até

mesmo uma parceria.

Dessa forma, 0 negdcio pretendido auxilia a ateadarecessidades latentes do
publico consumidor por produtos de maior qualidedéiferenciados, conforme o
cenario mercadologico atual. Aliado ainda a cresceampra desse artigo pelas classes

econdmicas C e D, que também buscam por chocomatissapurados.

3.4 Barreiras e riscos relativos ao projeto

O projeto proposto enfrenta algumas limitacbes exigem outras acdes para
contorné-las. E o caso da entrada em um mercadsolaedo e crescente em seus
moldes atuais, como € o caso do mercado de chesaahvencionais, com a proposta
de insercdo de uma nova etapa no processo prodotietivando a um aumento na
qualidade, fator este que ainda ndo se mostra essencial para a perpetuacédo desse
nicho. Atrelado a isso, tem-se a concorréncia censhmcolates finos no mercado de
chocolates de alta qualidade, jA que esse mercadp apresentando uma taxa de

crescimento, inclusive, maior que a do ramo de @lates convencionais.

Quanto a comercializacdo, como a venda do frutoa pas industrias de
processamento ocorre através de cooperativas o8 psdprios produtores, aliado ao
namero restrito de industrias nesse ramo, o negiwite encontrar dificuldades para

ingressar como um novo intermediario nessas resacoe



