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INFLUENCIA DA FERMENTACAO NO PERFIL E TEORES
DE AMINOACIDOS DO CACAU
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Introducao

O cacau é a matéria-prima basica para a produgao de chocolate e, para tal,
deve passar por processos tecnologicos, incluindo uma etapa de fermentagao,
que influencia na qualidade e sabor do chocolate (Schwan & Wheals, 2004).
Durante a fermentacdo ocorrem diversos fenbmenos advindos da acédo de
microrganismos e de enzimas naturalmente presentes no cacau. A fermentacao
microbiana favorece a eliminagdo da polpa mucilaginosa da semente, formacao
do acido acético e ativacdo de enzimas proteoliticas. Estas reacdes levam a
mudangas na composicdo quimica do cacau e causam também aumento de
temperatura da massa de cacau e migracdo do acido acético para os graos,
interrompendo a germinagado de sementes (Schwan & Wheals, 2004). Segundo
Kumarin (2018), a composigao das proteinas, peptideos e aminoacidos livres no
cacau sao relevantes para avaliar a qualidade da fermentacao.

As proteinas correspondem a 10-15% da massa seca das sementes de
cacau, sendo o segundo constituinte mais abundante, depois da gordura. Durante
a fermentacdo, as proteinas sao hidrolisadas com liberagdo de peptideos e
aminoacidos, os quais sdo precursores do sabor (Voigt et al.,, 1994). Por esse
motivo, cacau ndo fermentado ou sub-fermentado ndo desenvolvem o sabor
caracteristico de chocolate quando torrado (D'Souza et al., 2017). De fato, os
peptideos e aminoacidos livres reagem com acgucares e polifendis em reacdes de
escurecimento  (Maillard) durante a torrefacdo, contribuindo para o
desenvolvimento do sabor de chocolate (John et al., 2016).

O objetivo deste estudo foi investigar as alteragdes no perfil e teores de
aminoacidos livres durante a fermentagao natural comercial do cacau em fazenda
na Bahia.

Material e Métodos

Sementes de cacau (Theobroma cacao L.) foram obtidas em fazenda
(14°41'96 "S e 39°12'109" W) na Bahia, Brasil. A fermentagéo foi conduzida na
propria fazenda em trés caixas (70x70x70 cm), com 500 kg de sementes cada. As
caixas foram cobertas com folhas de bananeira e estopa para permitir a
fermentagdo natural e manté-las aquecidas. Apés 48 h de fermentagdo, as
sementes foram misturadas todos os dias para permitir a aeracdo da massa. A
temperatura da massa de fermentacao foi medida a cada 12 h (termdmetro digital
MT-450, MINIPA, Joinville, SC, Brasil).

Antes da fermentacdo e em intervalos de 12 h, sementes de cacau de
diferentes areas de cada caixa, foram retiradas, homogeneizadas e analisadas
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imediatamente quanto a acidez total titulavel e pH (IAL, 2008). As amostras foram
congeladas, liofilizadas (L108, Liotop, Sdo Carlos, SP, Brasil) e armazenadas
para analise de aminoacidos.

Vinte aminoacidos livres (acido aspartico, acido glutdmico, alanina, arginina,
asparagina, cistina, fenilalanina glicina, glutamina, histidina, isoleucina, leucina.
lisina, metionina, prolina, serina, tirosina, treonina, valina) foram determinados por
UPLC (Moreira et al.,, 2017). As amostras foram extraidas com acido
tricloroacético (TCA) 5%, centrifugadas, filtradas, e adicionadas de padréo interno
(L-norvalina) antes de se completar o volume do baldo. O extrato foi neutralizado
Para derivagao dos aminoacidos, foram combinados 5 uL de extrato neutralizado.
35 L de tampao borato AccQ.Fluor® e 10 ML de reagente AQC. Apds descanso, o
extrato foi aquecido a 55 °C/10 min para completar a reagcédo. Antes da analise, o
extrato foi filtrado (0,22 pm, Whatman®, GE Healthcare, Reino Unido). Foi usado
um sistema Waters Acquity’™ Ultra Performance LC (UPLC™) (Waters, Milford,
MA, EUA), com detector UV Acquity™ a 249 nm, coluna de fase reversa BEH C18
(50x2,1; 1,7 um, Acquity UPLC™), e gradiente de eluicdo de A — tampao acetato
de soédio, 0,1 mol/L (pH 4,80), e B - acetonitrila, @ uma vazado de 1 mL/min. O
volume de injecao foi 2 pL. O software Waters Empower 2 foi usado para controle
do cromatégrafo e aquisicao dos dados. A concentragdo dos aminoacidos (mg/kg)
foi calculada por interpolacéo nas respectivas curvas analiticas (R220,971 ).

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p=5%). Andlise multivariada foi realizada para
caracterizacdo das sementes durante a fermentacdo: analise de componentes
principais (PCA) e analise de agrupamento hierarquico (HCA). Todas as analises
foram realizadas com software Minitab® (versao 2017; State College, EUA).

Resultados e Discussao

A temperatura da massa aumentou (p<0,05) durante a fermentagao (Figura
1A) atingindo 47,4 °C em 72 h. A fermentacao foi interrompida as 144 h. Houve
também aumento da acidez e diminuicdo do pH (Figura 1B), provavelmente
devido a formagao de acido acético pelas bactérias acido acéticas em processo
altamente exotérmico, levando ao aumento da temperatura (Schwan et al., 2014).
Baseado nestes resultados, a fermentacdo do cacau prosseguiu como esperado
em processos tipicos de fermentacao (John et al., 2016).
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Figura 1. Alteragdes na temperatura (1A), no pH e na acidez total titulavel (1B)
durante a fermentacao natural de cacau.

Dentre os 20 aminoacidos livres investigados, 14 foram detectados durante a
fermentagdo do cacau (Figura 2A): asparagina, serina, glicina, acido glutamico,
histidina, treonina, arginina, alanina, prolina, tirosina, valina, lisina, leucina e
fenilalanina. O acido glutdmico estava presente durante toda fermentacao, sendo
o aminoacido predominante (exceto as 144 h). A ocorréncia dos demais
aminoacidos variou, com aumento da contribuicdo de fenilalanina, leucina, tirosina
e lisina e diminuicdo da contribuicdo de serina e asparagina, ao teor total, durante
a fermentacao.

Os teores de aminoacidos livres totais variou, durante o processo
fermentativo, de 423,08 para 848,66 mg/kg, ou seja, houve uma duplicagdo dos
teores. Resultados similares foram obtidos por Ho et al. (2014). Entretanto ao
longo o processo fermentativo, trés picos de teores totais de aminoacidos livres
foram observados as 60, 108 e 132 h de fermentagéo (Figura 2B). Estes picos
aparecem posteriormente a revolvimento da massa, sugerindo a importancia
deste procedimento na liberacdo de aminoacidos. Por outro lado, as diminui¢coes
ocorridas nos teores totais de aminoacidos durante a fermentagédo, podem estar
relacionadas a condensacio covalente destes com compostos fendlicos, ou a
descarboxilagao de aminoacidos e formacado de aminas por bactérias, na tentativa
de neutralizar o meio acido gerado (Gloria, 2006; Oracz & Nebesny, 2014).

A B



XXI ENCONTRO NACIONAL E
VIl CONGRESSO LATINO AMERICANO DE ANALISTAS DE ALIMENTOS
CADEIA PRODUTIVA E SEGURANCA ALIMENTAR: DESAFIOS E ESTRATEGIAS

26.A.30 DE MAIO DE 2019
CENTRO DE CONVENCOES CENTRO SUL | FLORIANGPOLIS | SC

T ee=ET BTSN ==

ASIL

m Asparagina Teor (mglkg)

msena 1200,00

m Gicina
) 1000,00
mAc. Glutdmico
W Histidina 200,00 /\/

mTreonina

m Arginina

mAlning 200,00
mProfina
mTirosina
WVaina

mlisna 0 20 40 50 80 100 120 140 160

¥ Leucing Tempo (horas)

40% 60% 80% 100%

m Fenilalanina
Porcentagem

Figura 2. Contribuigdo dos teores de cada aminoacido ao teor total (A) e teor total
de aminoacidos (B) durante a fermentagéo natural do cacau.

Na analise de componentes principais - PCA, dois componentes explicaram
89% da variancia, e as amostras foram agrupadas em quatro grupos (Figuras 3A
e 3B), o que foi confirmado pelo HCA (Figura 3 C). O cacau, antes da
fermentacéo, ficou no canto esquerdo da PCA, caracterizada por pH mais elevado
e maiores teores de glicina e histidina. O segundo grupo, formado por cacau com
12 a 48 h de fermentagao, caracterizou-se pelo pH elevado e menores teores de
aminoacidos. Um terceiro grupo, com 60 a 132 h de fermentagao, se destacou por
maiores temperatura, acidez e teores de acido glutdmico e asparagina.
Finalmente, a ultima amostra, 144 h de fermentacao ficou destacou pela elevada
acidez, e maiores teores de arginina, fenilalanina e alanina. O cacau com 60 a
132 h de fermentacéo teria um sabor umami, amargo e acido; por outro lado, com
144h passaria a predominar o sabor amargo e doce.
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Figura 3. Analise de componentes principais — PCA (Figuras 3A e B) e analise de
componentes hierarquicos — HCA (Figura 3C) para os teores médios de
aminoacidos, pH, acidez titulavel e temperatura durante a fermentacao natural do

cacau.

Conclusao

Durante a fermentagédo do cacau, houve aumento da acidez, diminuicao do
pH, aumento de temperatura, e duplicacido do teor total de aminoacidos livres.
Foram 14 os aminoacidos detectados. Analise multivariada agrupou as amostras
em quatro grupos distintos: (i) antes da fermentacdo — pH elevado e
predominancia de glicina e histidina; (ii) até 48 h de fermentagéo — pH elevado e
menores teores de aminoacidos; (iii) de 60 a 132 h de fermentagcdo — maiores
temperatura, acidez e teores de &cido glutdmico e asparagina; e (iv) 144 h de
fermentacdo — elevada acidez, e maiores teores de arginina, fenilalanina e
alanina. O cacau com 60 a 132 h de fermentacdo teria caracteristicas mais
apropriadas para o produto fermentado pela menor acidez, e o sabor umami.
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