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O mel de cacau (MC) ¢ uma polpa mucilaginosa, rica em pectina, obtida do fruto do cacaueiro (Theobroma
cacao) e apresenta bom potencial para a produgdo de bebidas alcodlicas, no entanto, faz-se necessario a redugao
da pectina principalmente para evitar a formagao de precipitados. Assim, este estudo teve por objetivo investigar
a clarificagdo do MC, como pré-tratamento, com duas etapas sequenciais: enzimatica (pectinases comerciais) e
fisica (bentonita). As melhores condi¢des de clarificagdo que resultaram nos menores valores de absorbéncias
(abs,,,=0,055+0,037) e densidade (p = 1,0547 +0,0012 g/mL) foram definidas para a etapa enzimética como: 22,57
U/mL de poligalacturonase / 0,013 1 U/mL de pectinametilesterase / 25 °C/ 75 rpm /30 min e para a etapa fisica como:
1,0 g/mL de bentonita / 30 min / 4.000 g. Foi ainda investigada a fermentagdo do MC clarificado apenas com as
pectinases em comparagdo com o MC in natura e néo foi possivel identificar diferenga significativa entre os teores
alcodlicos obtidos (~8 %, v/v) apds 24 h. Estes resultados sugerem a utilizagdo das pectinases, ¢ também da
bentonita, no pré-tratamento do MC para que possa ser destinado a produgdo de bebidas fermentadas e/ou
destiladas.

Palavras-chave: enzimas pectinoliticas, fermentado de fruta, planejamento de experimentos, produtos derivados
de frutas.

Study of the clarification of cocoa honey as a pre-treatment for the production

of a fermented beverage. Cocoa honey (MC) is a mucilaginous pulp, rich in pectin, obtained from the
fruit of the cacao tree (Theobroma cacao) and has a good potential for the production of alcoholic beverages,
however, it is necessary to reduce pectin mainly to avoid the formation of precipitates. Thus, this work aimed to
investigate the clarification of CM, as a pre-treatment before fermentation, with two sequential stages: enzymatic
(commercial pectinases) and physical (bentonite). The best clarification conditions that favored the lowest
absorbance (abs,,,=0.055 +0.037) and density (p = 1.0547 = 0.0012 g/mL) were defined for the enzymatic step as:
22.57 U/mL of polygalacturonase / 0.0131 U/mL of pectinamethylesterase / 25 °C / 75 rpm / 30 min and for the
physical step as: 1.0 g/mL bentonite / 30 min /4,000 g. The fermentation of the clarified MC only with pectinases
was also investigated in comparison to the fermentation of MC in natura and it was not possible to identify a
significant difference between the alcoholic levels obtained (~8 %, v/ v) after 24 h. These results suggest the use
of pectinases, and also bentonite, for the pretreatment of MC so that it can be used in the production of fermented
and/or distilled beverages.
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Introducao

O termo “pectina” se refere a um grupo complexo
de polissacarideos estruturais naturalmente encontrado
em vegetais (Canteri et al., 2012), no entanto, a
suspensao de particulas de pectina (associadas ou ndo
a proteinas, polifenois, etc.) em sucos e polpas de frutas
resulta em uma turbidez e viscosidade indesejadas para
processos e produtos industrializados. Os processos
de clarificacao industrial de sucos e polpas visam a
melhoria tanto de caracteristicas sensoriais quanto
tecnologicas, por meio da hidrélise das substancias
pécticas, o que resulta na redugdo da turbidez e da
viscosidade além de prevenir a formacao de
precipitados que pode acontecer durante as etapas de
processamento ou durante o estoque do produto final
(Pinelo, Zeuner & Meyer, 2010; Sandri et al., 2011).
Diferentes metodologias podem ser aplicadas para se
obter a clarificacdo de sucos e polpas, mas de forma
geral, ela tem sido mais comumente obtida pelo
emprego de pectinases (enzimas capazes de hidrolisar
as substancias pécticas) associadas (ou nao) a outros
agentes fisicos como bentonita e alginato (Sainz e Ferri,
2015) ou outras técnicas como a microfiltragdo (Bagci,
2014). A escolha da metodologia a ser aplicada em
diferentes escalas de processo, geralmente ¢ feita em
fungdo de fatores como, por exemplo, viabilidade
econdmica e/ou técnica e a eficiéncia e compatibilidade
com a polpa/suco.

As pectinases podem ser classificadas', a depender
da forma como atuam sobre as substancias pécticas,
como: pectato liase (E.C. 4.2.2.2 — atua na ligacao
(1,4)-0-D-galacturonana do pectato), pectina liase
(E.C. 4.2.2.10 — atua na posi¢do (1,4)-a-D-
galacturonana metil éster da pectina), poligalacturonase
(E.C. 3.2.1.15 — hidrolisa de forma randomica as
ligacdes (1,4)-o-D-galactosiduronicas de pectato e
galacturonanas) e pectina metilesterase (E.C. 3.1.1.11
— hidrolisa a ligacdo éster entre o acido galacturdnico
e o metanol na pectina). Estas enzimas sdo muito
eficientes para a clarificagdo de sucos e polpas de
frutas (Uenojo e Pastore, 2007) e sao aplicadas, por
exemplo, como solugdes (Sandri et al., 2011) ou na
forma imobilizada (Azar et al., 2020).

'"BRENDA - The Comprehensive Enzyme Information
System. Disponivel em: https://www.brenda-enzymes.org/
index.php, Gltima consulta em 29/12/2020.
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O “mel de cacau” (MC), em comparagdo com a
“polpa de cacau” (PC), é um material mucilaginoso
que se encontra mais aderido as sementes do cacau —
fruto do cacaueiro (Theobroma cacao) — e, devido a
seu maior teor de pectina (até cerca de 2,5 % m/v),
apresenta uma maior viscosidade (Santos, 2012). Seu
consumo tem sido feito na forma in natura (da mesma
forma que a PC) ou empregado, por exemplo, na
elaboragdo de geleias (Santos, 2012) e outros produtos
como sorvete (Ramos et al., 2014) e fermentados de
frutas (Magalhaes-Guedes et al., 2019). O MC
também ¢ empregado (artesanalmente) na producao
de licores (blend com cachaga), mas apresenta um
bom potencial para a produgdo (em maior escala) de
bebidas fermentadas e destiladas. No entanto, se o
MC for empregado em etapas como fermentacdo e/
ou destilagdo sem a reducdo do seu conteudo inicial
das substancias pécticas isso pode resultar na formagao
de precipitados durante essas etapas.

Assim, tendo em vista a importancia da cultura
cacaueira na regido Sul da Bahia e a necessidade de
uma maior variedade de produtos derivados do cacau
com maior valor agregado, o presente estudo teve por
objetivo investigar as melhores condigdes para
clarificacao do MC empregando uma etapa enzimatica
(com pectinases comerciais) seguida de uma etapa de
refinamento com agente clarificante (bentonita). Os
resultados obtidos sugerem que, especialmente a
clarificagdo enzimatica, pode ser aplicada como etapa
de pré-fermentacao do MC para a obtengao de bebidas
alcoolicas (ou outros produtos).

Material e Métodos

Mel de cacau (MC) in natura foi adquirido na
cidade de Ilhéus (BA, Brasil) entre os meses de
setembro a dezembro, em duas safras, em 2018 € 2019.
O MC foi filtrado com peneira (de uso doméstico) com
gaze e pasteurizado a 80 °C/ 1 a 2 min em banho-
maria e, apos resfriamento, foi congelado e assim
mantido até o momento de uso. Bentonita, na forma
de pdé fino, foi doada pela empresa Brasil Minas
(Guarulhos, SP, Brasil). As solugdes enzimaticas
Pectinex®: SMASH XXL (pectina liase de Aspergillus
niger), ULTRA SP-L (poligalacturonase de A.
aculeatus) e Yieldmash Extra (pectinametilesterase
de A. niger) foram doadas pela empresa Novozymes
(Araucaria, PR) e continham, conforme informagdes
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do fabricante, atividades de 22.500, 3.800 ¢ 3,30 U/
mL, respectivamente. A solucdo SMASH XXL
também continha atividade residual (valor nao
declarado) de glicoamilase. A levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae CA-11, recomendada pelo
fabricante para producdo de cachaga, foi doada pela
empresa LNF (Bento Gongalves, RS, Brasil).

Clarificacdo: enzimatica e fisica

A clarificagdo de mel de cacau (MC) foi realizada
em duas etapas sequenciais, uma enzimatica e uma
fisica. Para este fim, foram empregados 50 mL de
MC em Erlenmeyers (250 mL) sendo adicionado um
volume total de 0,5 mL de solucdes de pectinase; a
rea¢do foi conduzida em incubadora shaker (MA830
Marconi®). Em seguida, o agente clarificante bentonita
foi adicionado, misturado ¢ ap6s um periodo de
complexacdo (estatica) em temperatura ambiente, o
meio foi centrifugado (K14-4000 KASVI) resultando
no mel de cacau clarificado (MCC).

O estudo das melhores condi¢des para a clarificacao
foi conduzido com a ferramenta estatistica de
planejamento experimental (Rodrigues e lemma, 2014)
sendo aplicada uma matriz do tipo Placket-Burman
(PB12) para sete variaveis independentes (fatores) e
duas variaveis dependentes (respostas). Para a etapa
enzimatica, foram investigados os fatores: propor¢ao
volumétrica (PEC) do volume total de solugdes
enzimaticas contendo: pectina liase / poligalacturonase/
pectina metilesterase de 0:3:2 a 4:1:0 (v:v:v),
temperatura (Tpec) de 25 a 55 °C, velocidade de
rotacdo (rpm) de 75 a 125 rpm e tempo de incubagado
(tpec, min) de 30 a 90 min. Para a etapa fisica foram
investigados os fatores: concentragdo de bentonina
(CLA) de 1 a4 g/L, tempo de complexagdo (t,) de 30
a 90 min e velocidade de centrifugacao (cent) de 4.000
a 7.000 g. As respostas avaliadas para o MCC foram:
densidade (p, g/mL) e absorbéancia (abs,,). A
Analises dos Efeitos com 95 % de confiabilidade foi
realizada com o auxilio do software estatistico
Protimiza Experimental Design® de forma a se
selecionar as melhores condi¢des de clarificacado.

Com base nas respostas obtidas, duas metodologias
de clarificagdo foram selecionadas: C1 [etapa

Protimiza Experimental Design®, disponivel em: https://
experimental-design.protimiza.com.br/, ultimo acesso em 15/05/2021.

enzimatica= 22,57 U/mL de poligalacturonase / 0,0131
U/mL de pectinametilesterase / 25 °C / 75 rpm / 30
min; etapa fisica = 1,0 g/mL de bentonita / 30 min /
4.000 g] e C2 [etapa enzimatica = 178,22 U/mL de
pectina liase / 7,52 U/mL de poligalacturonase / 55 °C
/75 rpm /30 min; etapa fisica = 1,0 g/mL de bentonita
/30 min / 7.000 g] e realizadas (triplicata) sendo os
valores médios de abs_, e p comparados com o MC

pelo teste de Tukey (realizado a 95 % de confiabilidade
com o Excel®, Microsoft).

Fermentacao do mel de cacau clarificado
(MCC)

As fermentagdes foram conduzidas (triplicata) com
50 mL do MCC com adicao de 0,5 g (peso seco) da
levedura comercial e 5 g de sacarose para
chaptalizagdo; a incubagao ocorreu em estufa B.O.D.
sob condig¢des estaticas a 29 °C /24 h (Koelher, 2020).
Inicialmente, foram avaliadas as metodologias de
clarificagcdo C1 e C2 e, ao final das fermentagdes, os
fermentados (F-C1 e F-C2) foram centrifugados a
12.000 g por 20 min para separacdo da massa celular
e de outras particulas; o sobrenadante foi analisado
quanto a: abseoo, P, SS, pH e teor alcoolico. Em seguida,
definiu-se uma nova condi¢do C3, realizada apenas
com a etapa enzimatica de C1 (descrita no item
anterior) e procedeu-se a fermentacdo (F-C3) em
comparagdo com a fermentacdo do MC; estas duas
condigdes foram analisadas quanto a composi¢ao de
agucares, alcoois e acidos organicos.

Analises fisico-quimicas

As analises listadas a seguir foram realizadas com
base nos protocolos definidos pelo Instituto Adolfo
Lutzs (IAL, 2008). A densidade (p, g/mL) foi
determinada com picndmetro de 25 mL (Protocolo 215/
IV). O pH (pH) foi determinado com pHmetro de
bancada (Protocolo 017/IV) e o teor de solidos soluveis
(SS, °Brix) foi obtido com um refratometro portatil
calibrado (Protocolo 010/IV). A presenca qualitativa
de pectina foi determinada com o teste do alcool
(Protocolo 048/1V). A leitura da absorbancia (abs,,)
foi realizada no comprimento de onda de 600 nm (UV-
Vis NOVA®).

A determinacdo de sacarose, glicose, frutose,
etanol, metanol, acido latico, acido acético e acido
citrico foi realizada por cromatografia liquida em um
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sistema HPLC (Hitachi Primaide) com coluna de troca
ionica (Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm, Bio-Rad) e
detector de infra-vermelho (Knauer 98.00). As
amostras foram diluidas em 4gua ultrapura e filtradas
em membrana PVDF (0,45 um). Foi empregada a fase
movel de 0,005 N de H,SO, e vazdo de 0,6 mL/min
sendo mantida a temperatura ambiente (~26 °C) com
tempo de corrida de 20 min. A aquisi¢do e integracao
dos picos foi realizada utilizando o software Star
Chromatography Workstation 6.0 (Varian) com base
em curvas-padrao previamente obtidas com padrdes
cromatograficos.

Resultados e Discussoes

Estudo das condi¢oes de hidrolise

O mel de cacau (MC) in natura, foi inicialmente
caracterizado com os seguintes valores: abs = 0,722
+0,016e p=1,0708+0,0011 g/mL, pH=3,66+0,08 ¢
SS = 14,40 £ 2,26 °Brix; os valores de SS e pH foram
muito semelhantes aos relatados por Leite et al. (2019).
As respostas obtidas com a clarificagao realizada em
diferentes condigdes (Tabela 1) foram submetidas a
Analise de Efeitos (Tabela 2) para selecao das melhores
condi¢des de clarificagdo que resultassem nos menores
valores de absorbancia abs e p.

Souza et al.

De acordo com a Analise dos Efeitos, para ambas
as respostas, a curvatura (condi¢des centrais) nao foi
estatisticamente significativa (Tabela 2). Isso indica que
os valores médios das respostas dos ensaios centrais
(13, 14 e 15): abs = 0,046 + 0,014 ¢ p = 1,0615 +
0,0021 g/mL (Tabela 1) ndo representam uma melhora
significativa em relacdo a todos os ensaios realizados
que apresentaram valores médios de: abs,, = 0,055 +
0,004 e p=1,0537 = 0,0036 g/mL (Tabela 2).

A Anilise dos Efeitos para a resposta abs,
apresentou trés fatores com efeitos negativos
estatisticamente significativos (p <0,05): a proporcao
entre as enzimas (PEC), a temperatura de reacdo
enzimatica (T) e a centrifugagdo (cent) (Tabela 2),
indicando que seus menores niveis [0:3:2 (v:v:v), 25
°C e 4.000 g, respectivamente] foram favoraveis a
clarificagdo. Entretanto, o menor valor experimental
de abs,, — correspondendo a uma redugéo de 97,8 %
em comparag¢ao com o MC — foi obtido com o ensaio
5 (Tabela 1) realizado nos maiores valores de PEC
(4:1:0, viviv), T (55 °C) e Cent (7.000 g).

A clarificagdo de suco de péssego com solucao
comercial de poligalacturonase foi realizada por Sainz
e Ferri (2015) na temperatura de 50 °C (valor mais
proximo do ensaio 5) ja no estudo da clarificagdo de
suco de roma com solu¢do contendo a mesma enzima

Tabela 1 - Matriz codificada Placket-Bruman (PB12) para a clarificagdo de 50 mL de mel de cacau com os fatores: propor¢ao

volumétrica das solugdes de pectinases (PEC, v:v:v), temperatura (T), agitagdo (rpm), tempo de incubagéo (t ,
min) e centrifugacado (cent, g); os valores reais sao apresentados entre parénteses. As
) e densidade (p, g/mL)

bentonita (CLA, g/L), tempo de complexagio (t
respostas analisadas foram: absorbancia (abs

cla’

600

min), concentragao de

ec’

. Fatores Respostas
Ensaios e vy T(°C) Mt (min) CLA@QL) t.(min)  cent() abs,,  p(g/mL)
1| +1@1:0 Q25 +13125)  -1(30)  -1(10)  -1(30) -+ (7000) 0,042 1,0655
2 | H1@10)  H155) -1(75) 41(90)  -1(10)  -1(30) -1 (4000) 0.062 10666
3 4(0:32) 4155 +1(125)  -1(30) +1(40)  -1(30) -1 (4000) 0,087 1,0471
4 | 4110 @25 +1(125)  41(90)  -1(1.0)  +1(90) -1 (4000) 0.077 1,0591
5 | +1(@&1:0)  +1(55  -1(75)  +1(90) +1(40)  -1(30) -+ (7000) 0,016 1,0443
6 | +1(&1:0)  +1(55  +1(125)  -1(30) +1(40) +1(90) -1 (4000) 0,026 1,0464
7 4(032) 4155 41(125)  +1(90)  -1(1.0)  +1(90) +1 (7000) 0,027 1,0680
8 -1(0:3:2) 1@5) +1(125)  +1(90)  +1(40)  -1(30) +1 (7000) 0,061 1,0485
9 1(0:3:2) 1@S) -1(75)  +1(90)  +1(40) +1(90) -1 (4000) 0,106 1,0708
10| 41410 1@5) -1(75)  -1(30)  +1(40) +1(90) -+ (7000) 0,029 1,0453
1 A(0:3:2) 4155 -1(75)  -1(30)  -1(1,0) +1(90) +1 (7000) 0,035 1,0522
12 -1(0:3:2) AQ5 <175 -1(30)  -1(1.0)  -1(30) -1 (4000) 0,090 1,0304
13 0(2:2:1) 0(40)  0(100)  0(60)  0(25)  0(60) 0 (5500) 0,039 1,0591
14 0(2:2:1) 0(40)  0(100)  0(60)  0(25)  0(60)  0(5500) 0.036 10621
15 0(2:2:1) 0(40)  0(100)  0(60)  0(25)  0(60)  0(5500) 0,062 10632
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Tabela 2 - Andlise dos Efeitos para as respostas absorbancia (abs.,) e
densidade (p, g/mL) para a clarificagdo do mel de cacau com os fatores: proporcao
volumétrica das solugdes de pectinases (PEC, v:v:v), temperatura (T), agitagao
min), concentra¢ao de bentonita (CLA, g/L),

(rpm), tempo de incubagdo (t

113

obtencdo de um “vinho de fruta”, também
se mostrou viavel, sendo possivel observar
uma redugdo de 55 % da viscosidade, outro

tempo de complexagdo (t,, mlprelc) e centrifugagdo (cent, g) parametro importante para 0
Resposta: abs Respostar p (g/mL) processamento de polpas e que foi
Termos . 0 . investigado.
Efeito Erro Pad. p-valor | Efeito ErroPad. p-valor Na Figura la pode-se observar alguns
Adq k k . ~ .
Meédia 0,055 0,004 <0,0001 1,0537  0,0036 < 0,0001 exemplos da confirmacdo visual da
Curvatura | -0,018 0,018 0,3439 0,0155  0,0161 0,3721 . ~ ~ ~
clarificagdo em relacdo a formacdo de
PEC -0,026 0,008 0,0182* | 0,0017  0,0072 0,8228 .. o .
T 0025 0.008 0.0192* | 0.0008 00072 0.9118 precipitados e a redugdo da turbidez do
rpm 0,003 0008 07199 | 00042 00072 05835 Mmeio, ja as Figuras 1b e lc mostram
t 0007 0008 04355 | 00117  0.0072 0.1543  exemplos darealizagdo do teste qualitativo
pec ’ ’ ’ s ’ s , N
CLA 0,001 0,008 08728 |-0,0066 00072 0397 do alcool em que se observa a formagdo
t, 20,010 0008 02713 | 00065 00072 03992 de precipitado que indica a presenga de
Cent -0,040 0,008 0,0025* | 0,0006  0,0072 0,9404 pectina.

*Valores estatisticamente significativos com 95 % de confiabilidade (p <0,05).

por Cerreti et al. (2017) foi definida a temperatura
como 25— 30 °C (mais proximo do valor indicado pela
Analise de Efeito — Tabela 2). O emprego de
temperaturas mais brandas pode ser muito mais
vantajoso para preservar compostos bioativos ou
sensoriais das polpas ou sucos, mas € preciso também
avaliar em conjunto o desempenho da enzima na
temperatura selecionada (Rai et al., 2004).

O menor valor de p (1,0304 g/mL) foi obtido nas
condicdes do ensaio 12 (Tabela 1) em que todos os
fatores se encontravam em seus menores niveis: esse
ensaio resultou em reducdes de 23,65 % em relagdo a
p e 87,5 % em relagdo a abs,,; do MC. Para
comparacao, o pré-tratamento de polpa de banana com
pectinases e 4-amilase realizado por Cheirsilp &
Umsakul (2008) antes da etapa de fermentacdo para

Ao comparar os dois ensaios de maior
destaque (Tabela 1) — o ensaio 5 (de menor
abs.,)) e o ensaio 12 (de menor p) — ¢é possivel
observar que ambos tiveram em comum 0s menores
niveis de rpm et , no entanto, faz-se necessario
ressaltar a diferenga entre os valores de PEC para
estes dois ensaios. Cada uma das pectinases tem
caracteristicas cataliticas proprias e o resultado de suas
acoes depende também da natureza das substancias
pécticas disponiveis para sua agdo. De acordo com as
condi¢des experimentais empregadas, a atividade
enzimatica mais expressiva no ensaio 12 foi a
poligalacturonase (PEC = 0:3:2, v:v:v) e no ensaio 5
foi a pectina liase (PEC =4:1:0, v:v:v) (Tabela 1). Pouco
se tem mencionado sobre o uso combinado de
diferentes pectinases, sendo muito mais comum o
emprego das enzimas isoladamente, sendo a
poligalacturonase uma das mais aplicadas, como por

Figura 1 - a) da formagdo de precipitados e diferentes turbidez apresentadas durante os procedimentos de clarificacdo e dos
resultados do teste qualitativo para pectina b) apds e ¢) antes a clarificagdo.
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exemplo, nos estudos de: Cerreti et al. (2017), Bagci
(2014) e Umsza-Guez et al. (2011). Ja a pectina liase
foi aplicada por Pinelo, Zeuner & Meyer (2010) na
clarificagdo de suco de cereja e a pectinametilesterase
foi empregada com suco de abacaxi por Patidar et al.
(2016) e o estudo de Sandri et al. (2011) avaliou dois
extratos contendo diferentes pectinases de A. niger
na clarificagdo de uma solu¢do de pectina.

Desta forma, duas novas condi¢des de clarificacao
foram selecionadas: a condi¢dao C1 foi realizada nas
mesmas condi¢des do ensaio 12 (Tabela 1) — cujas
condicdes estdo em acordo com a Analise de Efeitos
— e a condicdo C2 foi baseada no ensaio 5 (Tabela 1)
— devido ao menor valor de abs,, — porém, com os
valores de t e CLA mantidos iguais aos de C1.

As repeti¢oes destas duas condi¢des de clarificagao,
Cl e C2, apresentaram valores médios de: abs,,, =
0,055+0,037/p=1,0547+0,0012 e abs = 0,114 +
0,056 / p = 1,0660 £ 0,0053, respectivamente.
Considerando a variabilidade dos experimentos, foi
realizado o Teste de Tukey para médias entre as
condigdes: MC, C1 e C2. Para a resposta abseoo,
houve diferenca estatisticamente significativa entre
MC e os dois tratamentos de clarifica¢do, no entanto,
estes tratamentos nao apresentaram diferenga
estatistica entre si. De forma complementar, para a
resposta p ndo foi identificada diferenga
estatisticamente significativa entre as trés condigdes
analisadas. Dessa forma, e com base na Analise de
Efeitos, a condi¢do C1 foi selecionada como referéncia
para a fermentacdo.

Fermentaciao do mel de cacau clarificado

O MC foi clarificado pelas metodologias C1
(etapas enzimatica e fisica) e C3 (apenas a etapa
enzimatica de C1) e fermentado; a
Tabela 3 apresenta os resultados
obtidos para abs,,, p, SS e pH
antes (0 h) e apds a fermentacdo

Tabela 3 - Valores obtidos para a absorbancia (abs

por centrifugacdo. No entanto, € possivel ainda inferir
que a utiliza¢do da bentonita ndo resulta em um impacto
tao significativo quanto a acdo das pectinases, sendo
assim, ¢ possivel sugerir que a clarificacdo seja
realizada apenas com as pectinases.

O desempenho dos fermentados F-C1 e F-C3 apos
24 h foi muito semelhante (Tabela 3), sendo possivel
observar que o tempo de fermentagao poderia ter sido
maior de forma a se aumentar tanto a massa celular
(para F-C1 foide 1,04 + 0,16 g e para F-C3 de 1,23
+ 0,20 g, peso umido) quanto a reducdo de SS (que
foi em torno de apenas 33 — 34 %, Tabela 3).
Adicionalmente, foram observados acréscimos entre
50 € 87 % dos valores de abs apds a fermentagdo
(Tabela 3), o que pode ser atribuido, por exemplo,
aos agucares residuais no meio uma vez que a
medida no tempo zero equivale ao MC clarificado
antes da chaptalizagdo para preparo do mosto. E
possivel ainda observar que os fermentados obtidos
resultaram em meios mais clarificados (menor
abs,, ) em relagdo ao MC.

Em seguida, a condigdo F-C3, foi realizada
novamente ¢ as composi¢oes obtidas de agucares,
alcoois e acidos organicos foram comparadas em
relacdo a fermentacdo do MC (F-MC). De acordo
com os resultados apresentados na Tabela 4, e
considerando a que ndo foi detectado metanol em
nenhuma das duas amostras e os teores alcoolicos (%,
v/v) foram estimados como 8,8 + 0,7 % (F-MC) e 8,2
+ 0,8 % (F-C3), é possivel observar que as duas
condi¢gdes apresentaram desempenhos semelhantes.
Adicionalmente, é possivel perceber uma maior
composicao de glicose e frutose na condi¢cdo F-C3, o
que pode ser entendido como um resultado da hidrélise
das substancias pécticas (Tabela 4).

), densidade (p, g/mL), teor de

600

solidos soluveis (SS, °Brix) e pH (pH) do mel de cacau clarificado com pectinases e
bentonita (F-C1) e apenas com pectinases (F-C3) antes (0 h) e ap6s (24 h) a fermentacéo
com S. cerevisiae CA-11

(24 h). As condigdes iniciais (0 h) absgy, p (g/mL)

entre C1 e C3 sugerem uma melhor ~ Fermentado Oh 24h Oh 24h
clarificagdo (menor abs600) na F-C1 0,141 +£0,013 0,211 +£0,087 | 1,0627 + 0,0032 1,0517 + 0,0035
condi¢do C3 (apenas etapa F-C3 0,105+ 0,005 0,196 +0,031 | 1,0567 +0,0072 1,0445 +0,0142
enzimatica). Provavelmente devido SS (°Brix) pH

a suspensao de particulas muito finas ~ Fermentado 0h 24h 0h 24h

de bentonita no meio que ndo F-C1 23,37+0,90 1520+ 0,92 3,33+ 0,01 3,31 +0,01
puderam ser totalmente removidas F-C3 20,80 £ 1,06 13,87 + 3,42 3,44 £0,01 3,35 +0,05
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Tabela 4 - Composicédo (g/L) de agtcares, glicerol e 4cidos orgénicos obtidos apds a fermentagdo (30 °C / 24 h) de mel de cacau in

natura (F-MC) e clarificado com pectinases (F-C3)

Fermentado Sacarose Glicose Frutose Glicerol Acd. Citrico  Acd. Acético Acd. Lactico
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
F-MC 2,01 £0,04 7,26 £0,53 53,06 £ 2,74 9,85+0,76  5,32+0,23 0,64 + 0,07 0,76 = 0,07
F-C3 2,16 £ 0,09 12,21 £ 1,81 61,70 £ 2,90 9,63 +0,71 524+0,40 0,67 £ 0,09 0,95 £ 0,02
Fato semelhante, aumento de agucares soltveis, Conclusées

foi observado na clarificagao de polpa de banana por
Cheirsilp & Umsakul (2008). As composigoes residuais
de agucares (sacarose + glicose + frutose) de ambas
as condig0Oes analisadas confirmaram mais uma vez que
o tempo de fermentacao empregado nao foi suficiente
para resultar em maiores teores alcodlicos, no entanto,
a depender da caracteristica desejada para o
fermentado, o tempo de fermentacao pode ser ajustado.
A fermentagdo de polpa de cacau por S. cerevisiae
UFLA CA 1162 foi, por exemplo, realizada a 22 °C e
por 30 dias além de cerca de 50 dias de decantacao e
maturagdo (Duarte et al., 2010), ja a fermentacao de
mel de cacau por S. cerevisiae AWRI726 foi realizada
a 20 °C por 10 dias (Leite et al., 2019).

A realizagdo apenas da etapa enzimatica (como
em C3) apresenta a vantagem de simplificacdo do
processo, sendo conhecida a grande eficiéncia das
pectinases. Por exemplo, na fermentacdo de polpas
de cacau por Duarte et al. (2010), foram
adicionadas as enzimas poligalacturonase e
celulases juntamente com a levedura para promover
a fermentacao e a clarificacdo de forma simultanea.
Ainda sobre este exemplo, este fermentado resultou
em um teor alcodlico (~8,13 %, v/v) muito
semelhante ao obtido neste presente trabalho e
foram obtidas ainda quantidades menores de glicose
(~3,43 g/L), de glicerol (~7,14 g/L) e de acido
acético (~0,37 g/L), auséncia de frutose e presenca
de metanol (~0,2 g/L) (Duarte et al., 2010). Ja a
fermentagdo de mel de cacau por 144 h resultou
em um teor alcoo6lico maior (14 %, v/v) e quantidades
maiores de sacarose (25,34 g/L) e menores de
glicose (1,35 g/L) e de frutose (5,86 g/L). Em estudo
desenvolvido em paralelo em nosso grupo de
pesquisa (Koelher, 2020), as condig¢des de
fermentacdo de misturas de mel de cacau e polpa
de cacau por S. cerevisiae L63 (boa produtora de
pectinase) resultou em teores alcoolicos que variaram
de 3 a 14 % (v/v) e absorbancias em torno de 0,100.

Se considerarmos o consumo in natura do mel de
cacau (MC), a clarificagdo pode interferir na aceitagao
sensorial devido a grande apreciagdo das suas
caracteristicas naturais (sabor, aroma e aparéncia), no
entanto, para a producdo de bebidas fermentadas, o
aspecto cristalino tanto do mosto quanto do fermentado
¢ desejado. Assim, a clarificacdo do MC ¢ proposta
neste estudo como técnica coadjuvante (prévia a
fermentagdo) para a producao de bebidas fermentadas
(e possivelmente destiladas) de forma a se obter
produtos com maior valor agregado. De acordo com o
estudo realizado, foi possivel definir a clarifica¢ao do
MC com pectinases comerciais (poligalacturonase e
pectinametilesterase) e, opcionalmente, com uma etapa
fisica sequencial empregando o agente clarificante
bentonita. Os resultados obtidos (especialmente em
relagdo a reducdo da absorbancia) indicaram que a
clarificagdo do MC ¢ possivel de ser obtida devido a
reducao do conteudo das substancias pécticas
promovido em grande parte pela acao das pectinases.
Assim, o emprego de pectinases € valido devido a sua
eficiéncia e disponibilidade comercial atual, o que pode
ser levado em consideracdo em diferentes escalas de
producao de derivados do MC, quando aplicavel.
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