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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade de cacau em poé e
chocolates comerciais através da determinacdo de umidade por secagem em estufa a
105°C até peso constante, pH com leitura em pHmetro, teor de lipideos com hidrélise
prévia e extracdo em extrator de Soxhlet, atividade da enzima lipase pelo método
titulométrico e determinacdo da composicdo em acidos graxos por cromatografia
gasosa. Foram avaliadas 25 amostras de cacau em po e chocolates provenientes de
varias empresas brasileiras processadoras de cacau e derivados foram analisadas.
Sendo 7de cacau em po lecitinado, 4 de cacau em po alcalino, 8 de cacau em po
natural e 6 de chocolates. Os dados obtidos permitiram concluir que das 19 amostras
analisadas de cacau em po, 18 continham teores de umidade acima de 5%, sendo
este um fator critico na qualidade do produto, pois pode possibilitar o crescimento
microbiano. O pH e o teor de lipideos para todas as amostras analisadas
apresentaram-se dentro dos valores encontrados na literatura. As amostras de
chocolate quando comparadas com as do cacau em pé apresentaram maior teor do
acido graxo laurico (C12:0). No entanto, os resultados da atividade da enzima lipase
mostraram nao ter correlacdo com a composicao de acidos graxos apresentada pela

amostras de cacau em po e chocolate.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the quality of cocoa powder and
commercial chocolate by moisture determination by drying at 105 ° C to constant
weight, pH reading on pH meter, the lipid content with prior hydrolysis and extraction in
extractor Soxhlet, lipase activity by titration method and determination of fatty acid
composition by gas chromatography. We evaluated 25 samples of cocoa powder and
chocolates from various Brazilian companies processing of cocoa and derivatives. The
samples analyzed were: seven of lecithinated cocoa powder, four of cocoa powder in
alkali, eight of natural cocoa powder and six of chocolate. The data obtained showed
that among the 19 samples analyzed, 18 contained moisture content above 5%, which
is a critical factor in product quality, as it may allow microbial growth. The pH and lipids
for all samples were within the values found in literature. The chocolate samples
compared with those of cocoa powder had higher lauric fatty acid content (C12: 0).
However, the results of lipase enzyme activity showed no correlation with the fatty acid

composition for both samples of cocoa powder and chocolate.

INTRODUCAO

O mercado chocolate, a nivel mundial, movimenta em torno de US$ 60
bilhdes/ano, segundo dados da ABICAB, sendo prevista a expansdo deste negdcio.
Verifica-se a tendéncia para o consumo de produtos com alto teor de cacau,
motivados pelas suas caracteristicas funcionais e possiveis beneficios a saude. Para
seguir a tendéncia de mercado tornam-se necessarias algumas alteracdes no
processo produtivo, pois o sabor das améndoas do cacau é influenciado pelas
condicbes onde ela é processada. Todas as etapas, desde os cuidados com o0s
cacaueiros até a fermentacéo e secagem das sementes podem ser responsaveis por
até 50% das caracteristicas organolépticas (principalmente sobre o sabor e o aroma)
do chocolate. Nas etapas de processamento do cacau as perdas de qualidade
sensorial derivam da fermentacdo incompleta das améndoas, processo que
normalmente ocorre de maneira espontanea, desencadeado por fungos naturalmente
presentes nos frutos (LEAL, 2008). Esses microrganismos também ocupam papel
importante na fase de fermentacdo e processamento do cacau, pois favorecem
reacfes bioquimicas responsaveis pelo aroma, cor e sabor do chocolate (ARDHANA &
FLEE, 2003). Uns dos produtos indesejaveis formados pela presenca de

microrganismos € a enzima lipase (BECKETT, 1994).
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A lipase é uma enzima pertencente ao grupo das serina hidrolases (E.C.
3.1.1.3). Seus substratos naturais sao triglicerideos e o seu modo de acdo se
assemelha ao das esterases, porém, sua atividade é muito aumentada quando situada
na interface polar/apolar e apresentam maior afinidade por acidos graxos. A acédo da
lipase e a presenca dos acidos graxos livres sdo fatores que concorrem para a perda
de qualidade do cacau. Na rancidez hidrolitica, os acidos graxos séo liberados dos
triglicerideos pela acdo da enzima lipase presente naturalmente no grao ou produzida
por microrganismos contaminantes. Os resultados finais desta hidrélise sdo sabor
desagradavel, aumento de acidez, da susceptibilidade dos acidos graxos as reagdes
de oxidagéo e as alteracdes de propriedades funcionais (GALLIARD, 1983).

Na literatura ainda sdo escassos o0s estudos sobre os fatores que causam o
aparecimento da lipase e o mecanismo das reagfes de hidrdlise. Nesse sentido, o
objetivo do presente trabalho foi definir parametros de qualidade para cacau em po e
chocolates através de andlises fisico-quimicas e enzimaticas pela avaliacdo da

atividade da lipase.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

Vinte e cinco amostras de cacau em po e chocolates provenientes de varias
empresas brasileiras processadoras de cacau e derivados foram analisadas. Sendo 7
de cacau em po6 lecitinado, 4 de cacau em pé alcalino, 8 de cacau em pé natural e 6
de chocolates.

Os reagentes utilizados foram de grau analitico (p.a.) e cromatogréfico de

véarias procedéncias. Os equipamentos usados foram especificos de cada método.

Umidade
Foi determinada pelo método gravimétrico em estufa (105 € + 5C), até peso
constante, segundo procedimento da AOAC (2010). A determinacao foi realizada em

triplicata.
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Determinacéo de pH
O pH foi determinado com o auxilio de pHmetro utilizando-sel0 g de amostra
previamente macerada e homogeneizada em 100 mL de agua deionizada. Apos

agitacao por 20 minutos foi realizada a leitura em triplicata. (ZENEBON, 2005).

Teor de Lipidios

Os lipideos foram determinados segundo a AOAC (2010). A extracdo dos
lipideos foi realizada com 5 g de produto previamente moido em 60 mL de &acido
cloridrico concentrado (37%) e 100 mL de agua destilada. Apés homogeneizagdo a
mistura foi deixada em fervura durante 30 minutos. Apos este periodo a solucéo foi
filtrada em papel filtro e lavada com 1 L de agua. O papel filtro contendo lipideos foi
seco em estufa ventilada a 80C por 2 horas. A extr acdo da gordura foi posteriormente
efetuada com éter de petrdleo por aproximadamente 6 a 8 horas em extrator de
Soxhlet. O éter foi evaporado e a amostra foi mantida em estufa a 100C por 1 h. Apés
resfriamento em dessecador, procedeu-se a pesagem até peso constante. A analise

foi realizada em triplicata.

Composicao em acidos graxos

A determinacdo da composicdo em acidos graxos foi realizada por
cromatografia em fase gasosa com deteccdo por ionizacdo de chama apds
esterificacdo dos extratos lipidicos (HARTMAN & LAGO, 1973; AOAC, 2010; AOCS,

2009). A analise foi realizada em uniplicata.

Atividade da Lipase

A atividade de lipase foi determinada de acordo com a metodologia proposta
por Kaur et. al. (1993), atravées do preparo de substrato (emulsdo) pela
homogeneizagdo em Ultra- Turrax a 14.000 rpm por 2 minutos, de 2g de alcool
polivilinilico, 0,40g de taurocolato de sodio e 33,3 mL de éleo de oliva em 70mL de
tampéo fosfato 0,2M, pH 7,4. A seguir, 0,5g de amostra foram dispersos em 12mL de
substrato, incubados a 40°C por 1 hora, sendo a reacdo paralisada pela adicdo de
20mL de solucao de alcool etilico acetona (1:1). A quantidade de &cidos graxos livres
foi estimada pela titulagdo da mistura com NaOH 0,1N até pH 11,00 e a atividade de
lipase expressa em U.g™ (Uma atividade enzimética é equivalente a 1 umol de &cido

graxo produzido por minuto). A analise foi realizada em triplicata.
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Analise Estatistica

As médias foram comparadas por analise de variancia utilizando o teste de
tukey ao nivel de significancia de 5% (COCKRAN, 1957), com o0 programa
STATISTICA (verséo 5.0) (StaSoft, Inc, Tulsa, OK, EUA)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Umidade

A Tabela 1 apresenta os valores minimos, maximos e médios do teor de
umidade das amostras de cacau em pé alcalino, acetinado e natural. Neste estudo ndo
possivel a avaliacdo do teor de umidade dos chocolates. De acordo com o Codex
Alimentarius, o teor de umidade méaximo permitido para o cacau em po € de 9,0%. No
entanto, segundo especificagcdes técnicas das indlstrias processadoras, 0 cacau em
p6é deve possuir teores de umidade variando de 2,5% a 4,5% e a Organizacao
Internacional do Cacau (ICCO) recomenda valor maximo de 5,0% de umidade para
cacau em po independente de ser alcalinizado, natural e/ou lecitinado. No presente
trabalho, das 19 amostras analisadas 18 delas apresentaram teores de umidade
apresentaram-se acima de 5,0% e abaixo de 9,0%, portanto em concordancia com o
limite méximo permitido pelo Codex Alimentarium. Entretanto, Erukainure et al. (2010)
afirmaram que a umidade do cacau em pé é fundamental para garantir a qualidade e
perspectiva de vida de prateleirado produto. Segundo Beckett (1994) a alta umidade
do cacau em po favorece a producdo microbiana e aparecimento da enzima lipase e

consequentemente, perda qualidade do produto.

TABELA 1: Teor de umidade (%) das amostras de cacau em po6 lecitinado, natural e alcalino

Amostra N Umidade (%)
Min. Max. Média” CV(%)
Cacau em péLecitinado 7 5,13 13,49 7,53+2,54 33,77
Cacau em p6 alcalino 4 5,09 7,33 6,09+0,81 13,38
Cacau em p6é Natural 8 3,98 7,96 5,99+1,09 18,28
Total 19

'N=nGmero total de amostras analisadas; ° Média das amostras + desvio padrdo; Min= Minimo;Max= MAaximo;
CV=Coeficiente de variagdo entre as amostras

pH
O pH do cacau em p6 depende do seu grau de alcalinizacéo e para o chocolate
também a quantidade da acidez do leite utilizado em sua formula¢do. Em geral, o grau

de alcalinizagdode p6 de cacau feito pelas indastrias leva a um pH em torno de 7,1.
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OpH do leite em pdé pode variar de 6,5 a 6,7 (EDUARDO & LANES, 2004). A
alcalinizacao é importante, pois influencia no sabor e aroma do produto final.

Com relacdo ao pH (Tabela 2), as amostras de cacau em poé alcalino
apresentaram maiores valores de pH quando comparados ao natural, lecitinado e
chocolate. Este maior valor de pH é esperado em fungdo da pratica de alcalinizacao
realizada no po6. Quanto aos valores de pH apresentados pelos chocolates neste
trabalho, estes estdo em concordancia aos encontrados por Erukainure et al. (2010),

onde foi avaliada a qualidade fisico-quimica e sensorial de chocolates.

TABELA 2: Teor de pH das amostras de cacau em pé lecitinado, natural e alcalino e

chocolates
Amostra N* pH

Min. Max. Média” CV(%)
Cacau em p6 Lecitinado 7 5,22 7,17 5,83+0,60 10,35
Cacau em p6 alcalino 4 7,14 7,23 7,18+0,04 0,49
Cacau em p6 Natural 8 5,40 5,89 5,62+0,15 2,63
Chocolates 6 5,65 6,36 6,050,24 4,01

Total 25

"N=nGmero total de amostras analisadas; > Média das amostras * desvio padrdo; Min= Minimo; Max= M&aximo;
CV=Coeficiente de variagéo entre as amostras

Lipideos

Os valores do teor de lipideos estdo apresentados na Tabela 3. Os valores de
lipideos variaram significativamente (5,22 a 7,17%) para amostras de cacau lecitinado
apresentando Cv de 31,81%. Para as demais amostras de cacau e chocolate os
valores estdo dentro da faixa reportada pela literatura (LANNES & MEDEIROS, 2003;
BABA, 2007), de 9 a 12% para cacau em p6 e de 29,45 a 34,09%. Sendo que a
legislagcdo estabelece para o chocolate 0 minimo 20% de lipideos (VISSOTO et al.,
1999).

TABELA 3: Teor de lipideos (%) das amostras de cacau em po lecitinado, natural e alcalino e

chocolates
Amostra N* Lipideos (%)

Min. Max. Média” CV(%)
Cacau em pé Lecitinado 7 3,04 12,66 9,35+2,97 31,81
Cacau em p6 alcalino 4 9,12 10,77 9,95+0,60 5,99
Cacau em p6 Natural 8 5,66 12,44 9,86+1,88 19,03
Chocolates 6 27,68 32,50 29,65+1,72 5,80
Total 25

"N=nGmero total de amostras analisadas; > Média das amostras * desvio padrdo; Min.= Minimo; Max.=Maximo;
CV=Coeficiente de variagéo entre as amostras.
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Atividade de lipase

Na Tabela 4 pode-se observar que a atividade média da atividade da lipase para
as diferentes amostras de cacau em po6 variou entre 10,53 a 14,77 U.g'l. Para os
chocolates a atividade da lipase foi aproximadamente 70% menor quando comparada
a do cacau em pd. Segundo Chen et al. (2003), a presenca da lipase no cacau em pé
e chocolate estd associada a contaminacdo microbiana. As formas esporuladas
desses microrganismos podem ser resistentes a temperatura de processamento e na

estocagem em condic¢des ideais de temperatura e umidade podem produzir lipase.

TABELA 4: Atividade da Lipase nas amostras de cacau em po lecitinado, natural e alcalino e

chocolates
Amo stra N Lipase (U.g ™)

Min. Max. Média™ CV(%)
Cacau em po Lecitinado 7 9,54 14,15 13,47+3,76 27,93
Cacau em po alcalino 4 9,10 11,72 10,53+0,96 9,08
Cacau em p6 Natural 8 8,62 19,92 14,77+4,33 29,32
Chocolates 6 2,75 6,07 4,30+1,25 29,03
Total 25

N=nOmero total de amostras analisadas; 'Médiatdesvio padrdo das amostras; Min.= Minimo; Max.=M&aximo;
CV=Coeficiente de variacdo entre as amostras; U.g" = Uma atividade enzimatica é equivalente a 1 umol de acido
graxo produzido por minuto.

Composicao em acidos graxos

A composicdo em &cidos graxos das amostras de cacau em po e chocolate
pode ser visualizada na Tabela 5.

A composicdo das amostras de cacau em pd natural foi a que apresentou
maior niamero de acidos graxos quando comparados com as demais amostras. No
entanto, as amostras de chocolate apresentaram valores elevados, do acido
lignocérico (C24:0) e principalmente do laurico (C12:0). A presenca do acido laurico
estd associada ao sabor indesejavel do chocolate e a atividade da enzima lipase.

Embora a atividade da lipase ter sido detectada nas amostras de chocolate,
seus valores foram inferiores quando comparados com as amostras de cacau em po.
Este resultado pode ser explicado pelas diferencas nas formula¢cdes do cacau em po e
chocolate. No chocolate além do cacau em p6 sé@o adicionados leite em pd, manteiga
de cacau e/ou substituintes similares que possivelmente contribui para 0 aumento na

guantidade de acido laurico.
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TABELA 5: Composi¢cdo em &cidos graxos (g/100g) das amostras de cacau em po

lecitinado, alcalino, natural e chocolates *

Acidos Graxos Cacau em p6 Cacau em po Cacau em pé Chocolate s
(g/1009) lecitinado alcalino natural
(N=7) (N=4) (N=8) (N=6)

C6:0 (Caproico) NI NI 0,07 £ 0,03 0,45+ 0,03
C8:0 (Caprilico) NI 0,69 0,29 1,51 £0,57 10,95 + 0,14
C10:0 (Caprico) NI 0,69 £0,29 1,68 + 0,63 15,55+ 0,13
C12:0 (Laurico) NI 9,76 + 3,94 28,15+10,21 294,06 +1,63
C14:0 (Miristico) 0,96 + 0,07 4,79+1,36 12,06 £ 3,78 113,79 £ 0,69
C15:0 (Pentadecanoico) 0,08 + 0,03 NI NI NI
C16:0 (Palmitico) 180,31 £0,57 109,79 +4,43 181,16 + 4,63 64,49 £ 0,67
C16:1 (Palmitoléico) 2,61 +£0,23 1,61+£0,12 2,71+ 0,10 NI
C17:0 (Margarico) 1,58 £ 0,03 0,84 +0,01 1,56 + 0,05 NI
C18:0 (Estearico) 230,50+3,17 122,83+7,16 214,52 +5,10 65,07 £ 0,50
C18:1 (cis-Oléico) 240,38 £0,87 119,93+ 3,05 204,68 + 7,56 18,66 £ 0,80
C18:1 (trans-Oléico) 0,12 + 0,05 7,96 + 3,37 14,02 + 4,86 4,84 £0,73
C18:2 (cis-Linoléico) 29,09 £ 1,65 13,41 +£0,70 24,48 £ 0,83 9,96 + 0,83
C18:2 (trans-Linoléico) NI NI 0,79+0,26 NI
C18:3 (Linolénico) w3 1,77+£0,16 0,73+0,04 1,51 £0,06 0,96 £ 0,13
C20:0 (Araquidico) 7,60 £ 0,07 4,16 +0,12 6,91 +£0,25 1,11 £ 0,02
C21:0 (Eicosandico) 0,12 + 0,05 NI NI NI
C22:0 (Behénico) 2,23+0,18 1,23 £0,05 1,91+£0,11 NI
C24:0 (Lignocérico) 1,65 +0,22 1,00 £ 0,07 1,43+0,11 NI
Saturados 425,03 +2,78 256,05+5,34 451,00 + 9,16 565,52 + 1,37
Monoinsaturados 24299+0,95 121,54+2,98 207,40 £ 7,57 18,66 £ 0,80
Poliinsaturados 30,86 +1,81 14,14 £ 0,73 25,99 +0,88 10,92 £ 0,88
Rel. w3 1,77 £0,16 13,41 +£0,70 1,51 £0,06 9,96 £ 0,83
Rel. w6 29,09 + 1,65 0,73 +0,04 24,48 £ 0,83 0,96 £ 0,13
Rel. Trans 0,12 £ 0,05 7,96 + 3,37 14,81 £5,12 4,90+0,73
NI 1,00 £ 0,34 0,61+0,11 0,80 +0,14 0,00 = 0,00

NI= N&o identificado; N= nimero total de amostras analisadas; "Média+desvio padréo das amostras.

CONCLUSAO

Na avaliacdo dos resultados para as amostras analisadas de cacau em po e

chocolates, os teores de umidade para as amostras atendem a especificacdo do
Codex Alimentarius. No entanto estdo acima do valor sugerido pelos fabricantes de
cacau. O pH e o teor de lipideos para todas as amostras analisadas apresentaram-se
dentro dos valores encontrados na literatura. As amostras de chocolate quando
comparadas com as do cacau em pé apresentaram maior teor do acido graxo laurico
(C12:0). No entanto, os resultados da atividade da enzima lipase mostraram nao ter
correlagcdo com o teor de acido laurico encontrado nas amostras de cacau em pé e
chocolates. Para uma caracterizacdo mais conclusiva sugere-se investigar o
mecanismo microbiano associado a producdo de lipase em cacau em pd e nos

principais constituintes do chocolate.
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