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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da maceracdo enzimatica com
pectinases na polpa de cacau do clone CCN-51, por meio do rendimento, dos aspectos fisico-
quimicos, do teor de polifendis e da atividade antioxidante da polpa de cacau diluida (PCD)
resultante. Foram conduzidos trés tratamentos. No tratamento T1, & polpa foi acrescida dgua
na proporc¢do de 1:3 (m/v) e o complexo enzimatico Pectinex ULTRA SP-L, sendo a mistura
mantida a 45 °C por 15 minutos sob agitacdo; no T2 ndo houve adi¢do de enzimas e no T3 a
polpa foi extraida manualmente. As PCD foram submetidas as analises fisico-quimicas de pH,
acidez, cor, umidade, cinzas, lipidios, proteinas e acUcares redutores; além do teor de
polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante pelos métodos dos radicais ABTS™ e
DPPH. T3 apresentou o maior rendimento (32,04%), entretanto a presenca da enzima
aumentou em mais de 100% o valor (T1 = 22,45%) quando comparado ao controle (T2
=11,18%). T1 apresentou o menor pH (3,39) e a maior acidez (0,10%). O tratamento
enzimatico ndo alterou os parametros de cor da PCD quando comparado ao processo manual.
Os métodos de extragdo ndo influenciaram significativamente a composicdo centesimal dos
PCD. O teor de polifendis foi maior em T1 (7,47 mg/100 g), que também apresentou a melhor
atividade antioxidante pelos dois métodos avaliados. Pode-se concluir que o tratamento
enzimatico teve influéncia positiva no rendimento, na extracdo de polifendis e na atividade
antioxidante da polpa diluida de cacau.

Palavras-chaves: Theobroma cacao L.; Maceragao enzimatica; Composicdo centesimal;
ABTS; DPPH.

Abstract
The objective of the present work was to evaluate the influence of enzymatic maceration with

pectinases on CCN-51 clone cocoa pulp, by means of yield, physicochemical aspects,
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polyphenol content, and antioxidant activity of diluted cocoa pulp (PCD). Three treatments
were conducted. In the T1 treatment, the pulp was added water in the proportion of 1: 3 (m /
v) and the Pectinex ULTRA SP-L enzyme complex, the mixture being kept at 45 °C for 15
minutes under agitation; in T2 there was no enzymes addition and in T3 the pulp was
extracted manually. The PCD were subjected to physicochemical analyzes of pH, acidity,
color, moisture, ash, lipids, proteins and reducing sugars; in addition to the content of total
extractable polyphenols and antioxidant activity by the radicals ABTS™ and DPPH methods.
T3 showed the highest yield (32.04%), however the presence of the enzyme increased the
value by more than 100% (T1 = 22.45%) when compared to the control (T2 = 11.18%). T1
showed the lowest pH (3.39) and the highest acidity (0.10%). The enzymatic treatment did
not change the color parameters of the PCD when compared to the manual process. The
extraction methods did not significantly influence the chemical composition of the PCD. The
content of polyphenols was higher for T1 (7.47 mg / 100 g), which also showed the best
antioxidant activity by the two methods evaluated. It can be concluded that the enzymatic
treatment had a positive influence on the yield, on the extraction of polyphenols and on the
antioxidant activity of the diluted cocoa pulp.

Keywords: Theobroma cacao L.; Enzymatic maceration; Centesimal composition; ABTS;
DPPH.

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la influencia de la maceracion enzimatica con
pectinasas en la pulpa de cacao del clon CCN-51, a través del rendimiento, aspectos
fisicoquimicos, contenido de polifenoles y actividad antioxidante de la pulpa de cacao diluida.
(PCD) resultante. Se realizaron tres tratamientos. En el tratamiento T1, a la pulpa se le afiadio
agua en una proporcion de 1: 3 (m / v) y el complejo enzimatico Pectinex ULTRA SP-L, la
mezcla se mantuvo a 45 °C durante 15 minutos bajo agitacion; en T2 no hubo adicion de
enzimas y en T3 la pulpa se extrajo manualmente. Las PCD se sometieron a anélisis fisico-
qguimicos de pH, acidez, color, humedad, cenizas, lipidos, proteinas y azUcares reductores;
ademas del contenido de polifenoles extraibles totales y actividad antioxidante por los
métodos de los radicales ABTS™ y DPPH. T3 mostré el mayor rendimiento (32.04%), sin
embargo, la presencia de la enzima aument6 el valor en méas del 100% (T1 = 22.45%) en
comparacion con el control (T2 = 11.18%). T1 mostro el pH mas bajo (3.39) y la acidez mas
alta (0,10%). EIl tratamiento enziméatico no cambié los parametros de color de la PCD en

comparacion con el proceso manual. Los métodos de extraccion no influyeron
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significativamente en la composicion quimica de la PCD. El contenido de polifenoles fue
mayor en T1 (7.47 mg / 100 g), que también mostré la mejor actividad antioxidante por los
dos métodos evaluados. Se puede concluir que el tratamiento enzimatico tuvo una influencia
positiva en el rendimiento, en la extraccion de polifenoles y en la actividad antioxidante de la
pulpa de cacao diluida.

Palabras clave: Theobroma cacao L.; Maceracion enzimética; Composicion aproximada;
ABTS; DPPH.

1. Introducgéo

O cacaueiro, que tem como nome cientifico Theobroma cacao L., é uma espécie
originaria da Bacia Amazodnica e € encontrada com facilidade em diversas regifes tropicais,
sendo produzida em mais de 20 paises. Pertencente a familia Malvaceae, esta planta € um
potencial gerador de renda, visto que maior parte da producdo dos frutos é destinada a
elaboracdo do chocolate (Gardea et al., 2017).

O processamento do cacau para a producdo de chocolate gera uma quantidade
significativa de residuos pds-colheita, dentre os quais destaca-se a polpa, também chamada de
mucilagem (Santos, Bispo, Santana, & Carvalho, 2014), que apesar de servir de substrato para
0 processo fermentativo, pode ser extraida da semente na proporcéo de até 20%, tornando o
processo fermentativo mais eficiente (Schwan & Lo6pez, 1988). A polpa de cacau possui um
grande potencial e pode ser utilizada para a obtencdo de produtos de alto valor agregado
(Vasquez et al., 2019), entretanto, a fim de viabilizar a exploracdo da polpa, é necessario que
sua extragdo seja aprimorada.

O uso de enzimas para auxiliar a extracdo de polpas de fruta € um exemplo de técnica
adotada pela industria, especialmente pelo fato delas melhorarem a eficiéncia do processo
(Sharma, Patel, & Sharma, 2014). Pectinases € um conjunto de enzimas importantes para a
inddstria alimenticia, que vém sendo utilizadas desde os anos 1930. Estas enzimas sdo
responsaveis pela degradacdo de substancias pécticas encontradas na parede das células
vegetais (Uenojo, & Pastore, 2007).

No Brasil, apesar do comércio de cacau ter destaque para producdo de chocolate
(Alexandre, Chagas, Marques, Costa, & Cardoso, 2015), a producdo também pode ser
destinada a extracdo de polpa. A partir da polpa é possivel elaborar sucos, bebidas destiladas,
geleias, entre outros produtos comestiveis (Gardea et al., 2017, Gongalves, 2014).

Assim, as pectinases, que sdao muito utilizadas pela indudstria de sucos e vinhos, na
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maceracdo de tecidos vegetais, na melhoria da eficiéncia de filtracéo e clarificagdo dos sucos
e até para a remocdo do amargor em cascas de frutas citricas (Uenojo, & Pastore, 2007)
podem ser utilizadas para aumentar o rendimento em polpa de cacau, por facilitar a separacéo
da mucilagem aderida as sementes.

Dentre os clones de cacau utilizados, o0 CCN-51 (Coleccién Castro Naranjal), que
possui origem equatoriana e alta produtividade, se destaca por produzir duas vezes por ano
apos o plantio no campo e ser mais resistente a pragas e doencas.

Essas caracteristicas se devem ao fato de ter sido desenvolvido durante no combate a
vassoura-de-bruxa, doenca causada por um fungo basidiomiceto, que atingiu o Brasil
inicialmente nas décadas de 80 e 90, causando muitas perdas de producdo do plantio de cacau
(Goncalves, 2014, Oliveira, & Luz, 2005).

Visando obter condi¢des préaticas de separacdo da polpa das améndoas do cacau, este
trabalho consiste na avaliagdo do efeito da Pectinex Ultra SP-L no despolpamento de cacau da
variedade CCN-51, caracterizando e comparando a polpa diluida obtida quanto aos aspectos

fisico-quimicos e caracteristicas bioativas.

2. Metodologia

O trabalho se trata de uma pesquisa aplicada de natureza experimental e abordagem
quantitativa. Quanto aos objetivos, a pesquisa e explicativa, pois busca verificar relacGes de
causa e efeito a partir de dados coletados em laborat6rio com o prop6sito de avaliar o impacto
da aplicacdo de enzimas nas caracteristicas fisico-quimicas, no contetdo de compostos
bioativos e na atividade antioxidante de polpa cacau, mediante a obtencdo de dados numéricos
e avaliacdo estatistica (Cervo, Bervian, & Silva, 2007, Pereira, Shitsuka, Parreira, & Shitsuka,
2018).

2.1 Reagentes e solventes

Foram utilizados padrBes e reagentes de grau analitico. As solucGes também foram
preparadas utilizando-se reagentes de grau analitico.

Folin Ciocalteu, padrdo Acido galico monohidratado, Carbonato de sédio anidro,
Alcool metilico, Alcool etilico, Acetona e Persulfato de potassio foram adquiridos da
Dinadmica. Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico), DPPH (2,2-
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Difenil-1-picril-hidrazil) ¢ ABTS (Acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))
foram obtidos da Sigma. Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi obtido da Vetec.
Utilizou-se a preparacdo enzimatica Pectinex® Ultra SP-L, da Novozymes, com

atividade declarada de poligalacturonase (Novozymes, 2015).

2.2 Obtencéo dos frutos

Os frutos de cacau do CCN-51 foram obtidos por doacdo pela empresa Agricola
Formosa, localizada no Perimetro Irrigado Tabuleiro de Russas, Limoeiro do Norte — CE, e
encaminhados a Planta de Processamento de Frutos e Hortalicas do Instituto Federal do Ceara

— Campus Limoeiro do Norte.

2.3 Processamento dos frutos e obtencéo das polpas de cacau diluidas

Os frutos completamente maduros foram selecionados, higienizados e sanitizados com
solucdo clorada a 100 mg/L por 15 minutos. Apds enxague, procedeu-se a quebra da casca
para obtencdo manual da polpa juntamente com as sementes de cacau, que foram
acondicionadas em sacos selados de polietileno e congeladas a -18 °C até o momento dos
experimentos.

Foram realizados trés tratamentos, em triplicata real, de despolpamento. Para isso, 50
g de sementes com a mucilagem foram pesadas em béquer de 600 mL e acrescidas de dgua
destilada na proporcao de 1:3 (sementes com mucilagem : 4gua).

Em seguida, procedeu-se a mistura a 45 °C por 15 minutos sob agitacdo a 100 rpm em
um agitador mecanico IKA®, modelo RW 20 digital, de modo que trés tratamentos foram
aplicados: o tratamento T1 foi adicionado de 500 pL de Pectinex Ultra SP-L®; no tratamento
T2 ndo foram adicionadas enzimas, sendo considerado um controle; e o tratamento T3, por
sua vez, nao foi submetido a agitagdo mecanica e ao aquecimento.

Faz-se o despolpamento manual das sementes em presenca de &gua, com auxilio de
uma peneira de nylon, simulando um processamento convencional, obtendo-se a polpa
diluida. Em T2 e T3, a polpa diluida consistiu no liquido que permaneceu no béquer apos
remocdo das sementes com auxilio de uma espatula, ao final do tempo de agitacéo.

A polpa de cacau diluida (PCD) obtida de cada tratamento foi pesada para célculo do

rendimento.
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2.4 Rendimento em polpa de cacau diluida

O rendimento consistiu na polpa que foi liberada das sementes para a 4gua adicionada
inicialmente, e foi calculado utilizando as massas obtidas, conforme Equacéo 1.

Rendimento (%) = [(Polpa de cacau diluida — Agua) / Agua] x 100 Equacédo 1

2.5 Caracterizacdo da polpa de cacau diluida

Para a caracterizacdo fisico-quimica das PCD realizou-se, em triplicata, as analises de
umidade em estufa a 105 °C até peso constante, cinzas por incineracdo a 600 °C, lipideos
totais por Bligh-Dyer, acidez total titulavel (g/100 g de &cido citrico) e pH com auxilio de um
pHmetro portéatil (Kasvi, modelo K39-0014pa), seguindo as metodologias do Instituto Adolfo
Lutz (2008). Determinou-se também o nitrogénio total convertido em proteina bruta pelo
método Kjedhal, segundo AOAC (2005) e agUcares redutores pela técnica espectrofotométrica
do DNS, segundo metodologia descrita por Miller (1959).

A andlise instrumental da cor foi realizada em colorimetro portatil (Hunter Lab,
modelo MINISCAN EZ-MSEZ0506), mensurando-se as coordenadas L*, a* e b*, onde L*
consiste na luminosidade, que varia, em uma escala de 0 a 100, de preto a branco; a* varia de
-60 a +60, sendo os valores negativos mais proximos do verde, enquanto o0s positivos tendem
ao vermelho; e b* varia de -60 a +60, sendo os valores negativos mais préoximos do azul,
enguanto os positivos tendem ao amarelo. A partir dessas coordenadas foram calculados os
valores de cromaticidade (C*) e o angulo hue (°H), de acordo com McGuire (1992). C* é a
saturacdo da cor e varia de zero e aumenta a medida em que se distancia do centro do espaco
CIELAB; enquanto o &ngulo hue (°H) é a tonalidade, iniciando no eixo +a*.

2.6 Preparo do extrato para as analises de compostos bioativos e atividade antioxidante

Foram avaliadas a concentracdo de compostos fenolicos totais e a atividade
antioxidante das polpas de cacau diluidas (PCD) a partir da elaboracdo de extratos
metandlicos/acetnicos, conforme as metodologias de Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto
(1997) e Obanda e Owuor (1977). Foram pesados 50 g da PCD e adicionados 25 mL de
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metanol 50%, aguardou-se 60 minutos em repouso e seguiu-se com a centrifugacdo (5000
rpm / 15 minutos) (Eppendorf 5804), onde o sobrenadante foi transferido para baldo &mbar de
100 mL. Ao residuo da centrifugacdo foram adicionados 25 mL de acetona 70% e seguiram-
se 0s procedimentos anteriores, transferindo o novo sobrenadante para 0 mesmo baldo
volumeétrico ambar de 100 mL que continha o sobrenadante anterior. O volume do bal&o foi

aferido com &gua destilada.

2.6.1 Polifenois Extraiveis Totais (PET)

Os polifendis extraiveis totais foram determinados segundo a metodologia de Larrauri
et al. (1997). Em tubos de ensaio foram adicionados 1 mL de extrato diluido, 1 mL do reativo
Fenol Folin Ciocalteau (1:3), 2 mL de carbonato de sodio anidro 20% e 2 mL de agua
destilada. Para o branco, adicionou-se agua destilada ao invés da amostra, acrescentando
todos os reagentes citados. Os tubos foram agitados em vortex (EEQ9033, Edultec), deixados
em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz e foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotobmetro (600 Plus, Femto) a 700 nm. A curva padrdo foi construida com solucgéo

padrdo de &cido galico (0; 10; 20; 30; 40; 50 mg/L). Os resultados foram expressos em pg/g.

2.6.2 Atividade antioxidante pelo método de captura do radical livre ABTS**

O método de captura do radical livre 2,2-azinobis (3-etilbenzolina-6-acido sulfénico)
(ABTS) conforme descrito por Rufino et al. (2010) foi utilizado para determinar a capacidade
antioxidante das amostras.

Preparou-se o radical ABTS por meio da reacdo de 5 ml da solucédo estoque de ABTS
(3,84 mg/ml) com 88 pl de uma solucdo de persulfato de potassio (37,84 mg/ml), que foi
mantida em ambiente escuro por 16 horas. Apds esse tempo, a solugdo do radical foi diluida
em alcool etilico até a absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734 nm. Foram preparadas trés dilui¢fes
dos extratos, e aliquotas de 30 pL dessas dilui¢cbes foram transferidas para tubos de ensaio,
acrescidas de 3 ml do radical preparado anteriormente. Os tubos de ensaio foram
homogeneizados em vortex (EEQ9033, Edultec) e aguardou-se 6 minutos até a leitura em
espectrofotdmetro (600 Plus, Femto) a 734 nm para obtencdo da absorbancia. Alcool etilico
foi utilizado como branco. Utilizou-se uma curva padrdo com concentragfes de 100 a 1.500
MM a partir de uma solugdo padrdo de Trolox para determinar o potencial antioxidante das

amostras, pela capacidade de reduzir o radical ABTS.
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2.6.3 Atividade antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH

A atividade antioxidante das amostras pelo método de sequestro de radical livre DPPH
foi determinada segundo a metodologia de Rufino et al. (2010).

A tubos de ensaio contendo 3,9 mL de radical DPPH (0,06 mM) foi adicionado 0,1
mL dos extratos obtidos das amostras em trés concentracdes diferentes e em seguida os tubos
foram homogeneizados em vortex (EEQ9033, Edultec). Para o controle utilizou-se 0 mesmo
volume de radical DPPH com 0,1 mL de solucdo controle (solu¢do controle de alcool
metilico, acetona e agua). As leituras foram monitoradas a cada minuto, observando-se o
decréscimo da absorbancia do radical DPPH a 517 nm até sua estabilizacdo. Metanol foi
utilizado como branco. A atividade antioxidante foi expressa em g PCD/g DPPH, chamada de
ECso, que corresponde a amostra necessaria para reduzir em 50% a quantidade inicial do
radical DPPH.

2.7 Analise dos dados

Os valores obtidos nas analises de caracterizacdo foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e as médias foram analisadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, utilizando-se o software STATISTICA, versdo 7.0 (STATSOFT, 2007).

3. Resultados e Discussao

3.1 Rendimento e caracteristicas fisico-quimicas das polpas diluidas

A polpa diluida pode ser utilizada como base para a elaboragdo de néctar de cacau, por
isso 0 rendimento € um parametro importante na avaliacdo dos tratamentos, indicando a
obtencdo de um néctar com mais polpa quanto maior for o rendimento em PCD. A partir da
Tabela 1 é possivel observar que o tratamento T3, que consistiu no despolpamento manual,
apresentou rendimento significativamente maior (p < 0,05), que se justifica pela forca
mecanica empregada no processo.

Com relagdo aos tratamentos sem a forca mecénica, 0 uso do complexo enzimatico
aumentou o rendimento em 100,8% comparado com o controle, e proporcionou menor

quantidade de residuos aderidos as sementes, comprovando a eficiéncia da enzima. 1sso se
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deve & composicao da preparacao enzimatica utilizada, que por ser constituida principalmente
por pectinase, atua na pectina presente na parede celular vegetal (Uenojo, & Pastore, 2007).

Tabela 1. Rendimento, pH, acidez e cor instrumental das polpas de cacau diluidas obtidas por

diferentes métodos de extracao.

R Tratamentos
Parametros
T1 T2 T3
Rendimento (%) 22,45+ 1,89% 11,18 +7,35° 32,04 + 3,117
pH 3,29 £0,11° 3,93 + 0,022 3,74 +0,01°
Acidez (9/100 g &c. citrico) 0,10 £ 0,012 0,07 £ 0,00° 0,07 £0,00°
L* 53,64 +1,76° 59,00 £ 2,612 52,34 +2,19°
c* 2,08 + 1,022 2,16 + 1,028 2,38 +1,50°
°H 101,37 £ 9,99° 67,42 + 9,46" 103,83 * 15,262

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey

T1= sementes + agua + Pectinex ULTRA SP-L; T2= sementes + agua; T3= sementes + agua + despolpamento
manual

L* = Luminosidade; C* = Cromaticidade; °H = Tonalidade.

Fonte: autores.

Ainda assim o despolpamento manual apresentou rendimento 42,7% maior do que
quando as enzimas foram adicionadas, entretanto este método envolve maior manipulacgéo,
aumentando assim o risco de contaminacdo na inddstria (Kamala & Kumar, 2018).
Paralelamente, a aplicacdo de enzimas mostrou-se promissora e esse processo pode ser
aprimorado a fim de ser obter maior rendimento.

Segundo Alexandre, Chagas, Marques, Costa & Cardoso (2015), a quantidade de
residuos gerados, principalmente bagacos e outras perdas, estdo diretamente relacionados as
concentragfes de preparados enzimaticos utilizados, isto é, quanto maior a concentracdo,
menor a quantidade de residuos. Assim, o processo pode ser melhorado, em termos de
rendimento, adequando-se a quantidade de enzima adicionada. E importante ressaltar que
tanto o despolpamento manual quanto o enzimatico envolve custos de diferentes naturezas,
sendo o primeiro com mao-de-obra e 0 segundo com enzimas, por isso o custo-beneficio deve
ser avaliado.

A amostra T1 apresentou 0 menor valor de pH, seguida de T3 e T2, sendo observadas
diferencas significativas entre todos os tratamentos, conforme a Tabela 1. O complexo
enzimatico aplicado contém pectinases do tipo pectinametilesterase, que desmetoxilam acidos
galacturdnicos da pectina, aumentando a acidez, e consequentemente, reduzindo o pH, o que
justifica 0 menor pH e maior acidez no tratamento submetido a maceracdo enzimatica.
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Resultados proximos de pH (3,19 e 3,31) foram encontrados por Alexandre et al. (2015) em
clones de cacau PS 1319 e TSH 1188, respectivamente.

Para Franco & Landgraf (2008), cada microrganismo tem um pH minimo, 6timo e
maximo de crescimento, de tal maneira que as células microbianas sdo substancialmente
afetadas pelo pH dos alimentos. A maioria dos microrganismos cresce bem em pH proximos a
neutralidade (6,6 — 7,5) e poucos tém capacidade de desenvolver-se em valores de pH
inferiores a 4,0. As amostras apresentaram valores de pH abaixo de 4,0, sendo consideradas
acidas, o que dificulta o crescimento microbiano. A acidez total titulavel expressa em acido
citrico dos PCD obtidos pode ser considerada baixa, em que T1 destacou-se com 0,10 g/100 ¢
+ 0,01, enquanto T2 e T3 obtiveram 0,07 g/100 g + 0,00. Os resultados obtidos mostram que
ndo ha diferenca entre T2 e T3, aos quais ndo foi adicionado o complexo enzimatico.

Gardea et al. (2017) cita que a acidez total esta relacionada ao grau de maturacdo da
fruta e, geralmente, no inicio da colheita, quando as frutas ndo atingiram ainda um grau de
maturacgdo desejavel, os frutos apresentam teor elevado de acidez e com o aumento do grau de
maturacdo, varios acidos organicos, tais como acido citrico e acido acético sao consumidos,
fazendo com que a acidez diminua. Ao estudar sobre cacau, esse autor encontrou valores de
3,75 para 0 pH, e observou alto valor para a acidez, relacionando o baixo pH e a alta acidez
total. Os acidos preservam a cor, 0 sabor e as caracteristicas sensoriais da polpa, além de
auxiliarem na preservacdo de contaminacdo bacteriana.

Como a luminosidade (L*) varia de 0 a 100, sendo mais clara a amostra quanto mais
préxima de 100, os tratamentos apresentaram luminosidade mediana, variando de 52,34 +
2,19 (T3) a 59,00 + 2,61 (T2). A cromaticidade (*C), com valores de proximos a 2 em todos
os tratamentos, indicou baixa pureza cor, pois segundo Ferreira e Spricigo (2017) o valor
desse parametro esta diretamente relacionado a saturacdo das cores perceptiveis aos humanos,
e cores neutras possuem baixa saturacdo e sdo menos brilhantes na percepcdo humana,
enquanto as de maior cromaticidade s&o mais puras.

A matiz ou angulo hue € o atributo pelo qual as cores geralmente sdo definidas como
esverdeadas e avermelhadas (Fernandez-Vazquez, Stinco, Hernanz, Heredia, & Vicario,
2013). Angulos de 0° e 90°, por exemplo, indicam vermelho e amarelo puros (Alizadeh,
Mortezapour, Akhavan, & Balvardi, 2019), sendo assim, as amostras apresentaram
tonalidades amareladas em T1 (101,37 + 9,99) e T3 (103,83 + 15,26), e alaranjadas em T2
(67,42 £ 9,46). Essa diferenca do T2 para os demais tratamentos foi notada visualmente, onde

se observou uma coloracdo amarronzada, provavelmente resultante de reagdes de
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escurecimento enzimatico, especialmente por acdo de peroxidases, cuja atividade é maior do
que a de polifenoloxidases na polpa de cacau (Paz, 2010).

Avaliando amostras comerciais de polpa de cupuacu de trés marcas comercializadas
em Sdo Paulo, Freire et al. (2009) encontraram diferenca entre os valores de L*, a* e b* das
amostras, sendo as de polpa pasteurizada as que apresentaram maiores valores para b*
(coloracdo amarelada). Por conta disso, os autores sugeriram uma relacdo da mudanga de cor
com os diferentes tipos de extracdo e tratamentos térmicos utilizados pelas industrias
fornecedoras das polpas. Assim, a distincdo de cor observada entre as PCD pode ser
decorrente dos também distintos métodos de extracdo de polpa empregados neste estudo. A
cor, apesar de nao ter influéncia direta nas condicdes sanitarias do produto, é um fator que
pode implicar em sua rejeicdo pelo mercado consumidor. Por isso é importante destacar que a
maceracao enzimatica ndo promoveu alteracfes negativas nos parametros de cor da polpa.

Os resultados referentes a composicédo centesimal PCD podem ser observados na
Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo centesimal das polpas de cacau diluidas obtidas por diferentes

métodos de extracdo.

A Tratamentos
Parametros
T1 T2 T3
Umidade (g/100 g) 98,102+ 0,32 98,322+ 0,14 98,412+ 0,06
Proteinas (g/100 g) 0,28%+ 0,02 0,27+ 0,02 0,27+ 0,01
Lipidios (g/100 g) 0,02* + 0,00 0,03+ 0,02 0,012+ 0,00
Cinzas (g/100 g) 0,04% £ 0,01 0,042+ 0,02 0,05% + 0,00
Acucares redutores (g/100 g) 1,432+ 0,30 1,242+ 0,15 1,432+ 0,32

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey.

T1= sementes + agua + Pectinex ULTRA SP-L; T2= sementes + agua; T3= sementes + &gua + despolpamento
manual

Fonte: Autores

Nao foram constatadas diferencas significativas pelo teste de Tukey (p > 0,05) entre os
tratamentos em nenhum dos parametros em questdo. Os teores de umidade foram os que
apresentaram maiores médias em relacdo aos demais parametros, variando de 98,10 a 98,41
9/100g. Tais resultados podem ser explicados em funcdo da mistura inicial das sementes
contendo a mucilagem com &gua, na propor¢do de 1:3, elevando o teor de umidade nas
amostras.
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Em um estudo sobre a caracterizagdo da polpa de diferentes clones de cacau cultivadas
na regido do Vale do Jaguaribe — Ceara, Moreira (2017) encontrou um valor médio de 78,77
0/100 g para umidade do clone CCN-51, o mesmo utilizado nesta pesquisa.

Quanto ao teor de proteinas, foram constatadas baixas concentra¢cdes nas PDC, com
médias variando de 0,27 a 0,28 g/100 g. ConcentracOes relativamente superiores foram
reportadas em polpas de cacau in natura comercializadas na regido Sudeste da Bahia, cujos
resultados médios oscilaram entre 0,73 e 1,13 g/100 g (Penha, Matta, 1988).

Dentre os parametros avaliados na composicao centesimal, os valores referentes aos
lipidios sdo os mais baixos em relacdo aos demais, estando presentes em concentracdes de
0,01 a 0,03 g/100 g nos PCD. Estes resultados séo inferiores a concentracao de 1,28 g/100 g
verificada na polpa de cacau do clone CCN51 estudada por Moreira (2017).

No que diz respeito aos resultados de cinzas, os extratos apresentaram valores médios
de 0,04 a 0,05 g/100 g. As cinzas correspondem ao conteudo mineral presente nos alimentos
(Gomes, & Oliveira, 2011). Os resultados apresentaram-se inferiores aqueles reportados por
Moreira (2017) e pela TACO (2011) para o clone CCN51 e para o0 cacau in natura, com
valores de 0,35 e 0,30 g/100 g, respectivamente.

No gque compete aos agucares redutores das PCD, suas concentracdes médias variaram
de 1,24 a 1,43 g/100 g, diferentemente do estudo de Dias, Schwan, Freire e Serddio (2007)
em polpa de cacau, onde detectaram em torno de 10,70 g/100 g. O maior valor de umidade e
0s menores teores de proteinas, lipideos, cinzas e agucares redutores encontrados no presente
trabalho se justifica pelo fato de se tratar de polpas diluidas em &gua, enquanto os estudos

mencionados avaliaram polpas integrais, sem nenhuma dilui¢do prévia.

3.2 Atividade antioxidante

Os resultados das analises de Polifendis Extraiveis Totais (PET), atividade
antioxidante pela captura do radical livie ABTS'" e pela captura do radical livre DPPH estdo

dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3. Polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante polpas de cacau diluidas obtidas
por diferentes métodos de extragao.

. Tratamentos
Parametros
T1 T2 T3
PET (mg/100 g) 7,478+ 0,62 6,74%+ 0,53 5,36 + 0,37
ABTS (UM Trolox/ g) 6,702 + 0,01 6,47% + 0,34 5,84° + 0,06
DPPH (g/g DPPH) 7277,51°+34,33  11219,67°+ 14,30  12105,59% + 37,19

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05) pelo teste de Tukey.

T1= sementes + agua + Pectinex ULTRA SP-L; T2= sementes + agua; T3= sementes + agua + despolpamento
manual

Fonte: Autores

O T3 (despolpamento manual) apresentou menor concentracdo de PET, diferindo
estatisticamente (p < 0,05) dos demais tratamentos, evidenciando que o tratamento enzimatico
e a agitacdo mecanica foram mais eficientes na extracdo destes compostos da polpa de cacau.

As PCD submetidas aos tratamentos T1 e T2 apresentaram conteldo de polifendis
proximo ao encontrado na casca do cacau, em torno de 7 mg/100 g (Campos-Vega, Nieto-
Figueroa, & Oomah, 2018). Entretanto, Dos Santos (2018), ao utilizar 0 mesmo método de
extracdo de polifendis, detectou concentracdo superior (40 mg/100 mL) em suco de cacau
com 34% (m/v) de polpa, preparado a partir de frutos adquiridos do comércio de Imperatriz-
MA, o que pode indicar influéncia da regido de obtengdo dos frutos, ou ainda uma maior
diluicdo das polpas avaliadas no presente estudo.

Ao grupo dos polifendis séo atribuidos diversos beneficios & saide, como diminuicdo
do risco de cancer, efeitos antienvelhecimento e anti-inflamatoério, bem como a redugdo do
risco de desenvolvimento de doencgas cardiacas, por meio de sua atuacdo em diversos
mecanismos como a expressao genética e a apoptose. Estudos mostram ainda que 0s
polifendis presentes no cacau possuem influéncia na carcinogénese, pois atuam modulando
alguns genes associados ao cancer e como antioxidantes (Bagchi, Preuss, & Swaroop, 2016,
Silva et al., 2014).

O tratamento com enzimas (T1) apresentou a maior atividade antioxidante pelo
método de captura do radical livre ABTS™ (6,70 + 0,01 pM Trolox/g), diferindo
estatisticamente (p < 0,05) do despolpamento manual (T3) (5,84 £ 0,06 uM Trolox/g). A
atividade antioxidante das PCD foi ligeiramente maior quando comparada aquela verificada
em néctar de fisalis (3,48 UM Trolox/mL) (Pereda, Nazareno, & Viturro, 2020), e bem
superior a do suco de cacau avaliado por Dos Santos (2018), que detectou em torno de 0,06
MM Trolox/ g.
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Quanto ao método de captura do radical livre DPPH, menor valor significa que menos
amostra € necessaria para reduzir em 50% a quantidade inicial do radical DPPH, indicando
maior atividade antioxidante. Assim, T1 apresentou a maior atividade antioxidante (7277,51 +
34,33 g/g DPPH), com diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre os demais métodos
de despolpamento.

A polpa diluida resultante do tratamento enzimatico apresentou a maior concentracao
de PET e maior atividade antioxidante, tanto pelo método de captura do radical ABTS™
quanto do DPPH. De acordo com o relatado por Rufino et al. (2010), tal fato indica que a
atividade antioxidante das amostras avaliadas € decorrente da presenca dos compostos
fendlicos.

4. Considerac0es Finais

Este estudo é inovador por apresentar uma forma alternativa de despolpamento de
cacau, obtendo-se uma polpa diluida com melhores caracteristicas bioativas quando
comparada a do despolpamento manual, agregando um apelo saudavel. Essa polpa diluida
pode servir de base para a elaboracdo de néctar de cacau, com maior aproveitamento desse
fruto.

O rendimento em polpa diluida submetida ao tratamento enzimatico superior a 100%
quando comparado ao tratamento sem enzima mostrou que a aplicacdo do complexo
enzimatico Pectinex Ultra SP-L é uma boa alternativa para o despolpamento de sementes de
cacau, gerando economia de méo-de-obra e dispensando utensilios/equipamentos especificos.
Entretanto mais estudos sdo necessarios a fim de otimizar esse processo de forma a se
aproximar mais do rendimento do processo manual.

O tratamento enzimatico influenciou no aumento da acidez e na reducdo do pH, mas
ndo modificou a composi¢do centesimal das polpas diluidas. O uso da enzima também se
destacou pela permanéncia da cor semelhante as polpas obtidas pelo processo convencional,
pelo aumento da extracdo de polifendis a partir polpa de cacau e pelo aumento da atividade
antioxidante.

Como forma de melhorar o processo e aumentar o rendimento em polpa, estudos
envolvendo variagdes nas concentracdes de enzima, assim como nos tipos de pectinases, séo
necessarios. Sugerem-se ainda testes com uso combinado de pectinases e outras enzimas de

maceragdo, como celulases e hemicelulases.
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