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RESUMO

Durante a década de 1980, o Brasil se destacouentado mundial de
cacau como um grande produtor, atingindo marcdériuas de, por exemplo,
400.000 toneladas de améndoas secas e produtividad®0 kg/ha, a maior no
contexto mundial da época. A partir da década del®ddo a disseminacdo da
doenca vassoura-de-bruxa (causada pelo fialiophtora perniciosahouve
declinio na produtividade brasileira. Como consaqi# o Brasil passou de
exportador a importador de améndoas fermentadaxas.sEntre as medidas
para o controle da vassoura-de-bruxa no Brasjpeaguisas sobre cultivares de
cacau resistente e mais produtivo tém recebidaateaspecial. No entanto, as
pesquisas sobre o processo fermentativo dessas maviedades ndo foram
levadas em consideracdo. O objetivo deste trabfdh@studar a sucesséo
microbiana e a caracterizacdo fisico-quimica derantfermentacdo de trés
hibridos produzidos no sul da Bahia (PH 9, PH 1BPHe 16). A sucessédo
microbiana durante o processo de fermentacéo @sshibridos foi semelhante,
com as leveduras dominando as primeiras 24 hodepeis bactérias do acido
latico (BAL) e bactérias do acido acético (BAA)dar mais representativas até
ao final da fermentacdo. Mas as médias de popudad®BAL (3,91 Ufc/mL),
BAA (4,49 Ufc/mL), leveduras (3,13 Ufc/mL) e aerébi mesdfilos (2,48
Ufc/mL) durante a fermentacdo do clone PH 9 foraaismelevadas do que as
encontradas no processo de fermentacdo dos clohesl® e PH 16.
Lactobacillus fermentumL. casei e L. rhammnosusforam as espécies
predominantes na fermentacdo de todos os hibridosadau. No entanto, o
perfil da comunidade bacteriana detectada por PGP durante a
fermentacdo do clone PH 9 foi mais bem definiden aom maior nimero de
bandas. A levedur&accharomyces cerevisidei predominante em todas as
fermentacdes, seguido pdanseniaspora uvarura o génerdichia Um perfil
semelhante de consumo de substrato (glicose, sacdirotose e acido citrico) e
cinética de metabolitos principais (etanol, acidéti@o e acido lactico) foi
também observado, mas o hibrido PH 16 apresentatorcentracfes mais
elevadas de acUcares, acidos e alcodis.

Palavras-chave: Fermentacdo do cacau. Chocoldibridos. Substratos e
metabdlitos. PCR-DGGE.



ABSTRACT

During the 1980’s, Brazil was highlighted in thengococoa market as
a large producer, reaching historical marks of,,@00 tons of dry almonds and
a productivity of 750 kg/ha, for example, the ksgin the global context at that
time. From the 90’s, there was a decrease in theiltan productivity due to the
dissemination of the “witch’'s broom” disease (caldw/ the Moniliophtora
perniciosafungus). As a consequence, Brazil went from fetedrand dry
almond exporter to importer. Among the “witch’s bng’ control measures in
Brazil, researches on resistant and more produat@eao cultivars have
received special attention. However, researchetherfermentation process of
these new varieties were not taken into consideraifihe objective of this work
was to study the microbial succession and the phlshemical characteristics
during the fermentation of three hybrids produage&outhern Bahia (PH 9, PH
15 and PH 16). The microbial succession duringeh@entation process of the
three hybrids were similar, with yeast dominatinige tfirst 24 hours,
subsequently Lactic Acid Bacteria (LAB), and, figalAcetic Acid Bacteria
(AAB) were the most representative until the endhef fermentation. However,
the measures of LAB (3.91 CFU/mL), AAB (4.49 CFU/nlyeast (3.13
CFU/mL) and mesophilic aerobic (2.48 CFU/mL) popiolas, during the
fermentation of the PH9 clone, were more elevateth tthose found in the
fermentation process of clones PH 15 and PHL&6tobacillus fermentum, L.
CaseiandL. rhammnosusvere the predominant species in the fermentatfon o
all the cocoa hybrids. However, the profile of tiecterial community detected
by PCR-DGGE during the fermentation of the PH 9nelovas a lot more
defined, with a higher number of bands. T®&ccharomyces cerevidigeast
was predominant in all the fermentations, follovi®dHanseniaspora uvarum
and thePichia genus. A similar profile of substrate (glucose;rese, fructose
and citric acid) and main metabolite kinetics (ethlaacetic acid and lactic acid)
consumption was also observed, but hybrid PH 16gmted the most elevated
sugar, acid and alcohol concentrations.

Keywords: Cocoa fermentation. Chocolate. HybridsSubstrates and
metabolites. PCR-DGGE.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O cacaueiro{Theobroma cacad.) é de grande importéncia econdmica
e social para regides de clima tropical como oiBr@ssta do Marfim, desde a
década de 60, lidera a producdo mundial de cacaang@ndoas secas, seguida,
na ordem, por Gana, Indonésia, Nigéria, Camar@esil® Equador. Este grupo
de sete paises concentra mais de 80% da ofertaiahyiNITERNATIONAL
COCOA ORGANIZATION - ICCO, 2012). O Brasil, que a#édécada de 80
ocupava o segundo lugar desse ranking, caiu pseato lugar, em razdo (a) da
progressiva reducdo da area plantada e do padréoldgico adotado, como
resposta a queda dos precos internacionais, eo(l@lastramento da doenca
conhecida como vassoura-de-bruxa nos cacauais kia, Ba principal estado
produtor (PIRES, 2003). Como consequéncia, o Bpasisou de exportador de
cacau em améndoas para importador do produto.

Com o intuito de recuperacéo da lavoura cacaueiBxasil incentiva a
unido entre fazendeiros e 6rgaos de pesquisas, ooBentro de Pesquisa do
Cacau — CEPEC e a Comissédo Executiva do Plano dautaa Cacaueira —
CEPLAC. Essa unido tem como objetivo desenvolveqpisas sobre cultivares
de cacau resistentes, produtivos e que originenériaatprimas de qualidade.
Uma das formas mais eficientes encontradas paecuperacdo da lavoura
cacaueira (EFRAIM, 2009). A substituicdo das laasubaianas por materiais
resistentes a vassoura-de-bruxa iniciou-se em 187 a distribui¢cdo dos cinco
primeiros genétipos resistentes & doenca recomendaela CEPLAC e que
foram propagados por meio de técnicas de clonaG&REC 42, EET 397, TSH
1188, TSH 565 e TSH 516, e posteriormente os nag&efiSA 654, TSA 656,
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TSAN 792 e TSH 774, além dos clones desenvolviétssgroprios produtores
em suas fazendas (LUZ et al., 1997).

Com o desenvolvimento de diferentes clones do eaatesistentes a
doenca vassoura de bruxa, surgiu a necessidadenfdenacbes sobre a
gualidade das améndoas fermentadas, devido ageré&stcas fisico-quimicas
diferenciadas da polpa (mucilagem) e sementes.

A fermentacdo das sementes de cacau € uma atividdidpensavel
para o desenvolvimento dos precursores do sabchatmlate e representa uma
etapa fundamental do beneficiamento e produgéoadaucfino Durante este
processo ocorre alta atividade microbiana na papde sdo produzidos alcoois
e acidos, em complexas reacBes bioquimicas, quelifsadem para os
cotilédones (SCHWAN; WHEALS, 2004).

Visando contribuir para o conhecimento da sucessi&oobiana, bem
como a dinamica de substratos e metabolitos dusféementagdo das novas
variedades, torna-se relevante o estudo das cdstickes fermentativas e a
caracterizacao fisico-quimica das respectivas ao@@nde cacau fermentadas
destinadas para producédo de chocolate de qualidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Theobroma cacao L.: origem e dispersao

O cacaueiro pertence a ordem Malvales, fan8tierculiaceaggénero
Theobromaespécielrheobroma cacab., Unica utilizada comercialmente para a
producdo de chocolate (EFRAIM, 2009). O cacauelteefbroma cacab.) é
uma espécie supostamente originaria da Ameéricadalofgua domesticacao foi
realizada pelos Maias e pelos Astecas aproximadanemois mil anos, na
cidade do México, onde estes povos utilizavam sma@ndoas como moeda e
para o preparo de uma bebida muito apreciada ragpa@hocolate (HURST et
al., 2002).

De acordo com Cheesman (1944), o cacaueiro desensel
espontaneamente em florestas tropicais desdedm $viExico, até o extremo sul
da Amazobnia, sendo sua distribuicdo geograficacid® a uma divisdo da
espécie em dois grandes grup®&srastero e Criollo. Estes termos foram
aplicados, inicialmente, na Venezuela, para digtingp material nativo
(Criollo), de material introduzido Ffrasterg. Materiais semelhantes da
América Central e México receberam, também, a deragéio deCriollo e os
Forasteros foram divididos em Forastero Amazbnico (Alto e Baixo
Amazonico) €Trinitario (BARTLEY, 2005).

Os dois grupos sdo bastante distintos, sendo q@ziodlo produz,
normalmente, frutos grandes, com casca rugosasay dielgada ou grossa e
vermelha ou verde (TUCCI, 1997). Suas sementemsé&unalmente grandes,
com os cotilédones brancos ou violeta-palido. QpgftorasteroAmazénico é
considerado o verdadeiro cacau brasileiro e carzatee por produzir sementes
intensamente pigmentadas, frutos verdes quandariosae amarelos quando
maduros (BECKETT, 2011; PIRES, 2003). A partir dacgiacdo de caracteres
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dos grupos anteriores surgiu um terceiro tipo -nifEmio, cuja designacéo foi
utilizada inicialmente para materiais provenierdesTrinidade, que apresenta
cotilédones das sementes com coloragdo variandoraiea a violeta-palida
(EFRAIM, 2009; PIRES, 2003).

Purseglove (1968) relata que a dispersdo do caaaunpundo foi feita
por Colombo, que levou sementes de cacau paraa@&ucomo curiosidade,
ndo sendo estas apreciadas a principio. No entamo,pouco tempo 0s
espanhdis desenvolveram um procedimento que asvirmais saborosas,
através da mistura de grdos torrados e moidosaa@ibaunilha. Iniciou-se,
assim, a exportacdo e as primeiras fabricas deotdtecforam montadas na
Espanha. No inicio do século XVIII a bebida pasacer popular na Italia e
Franca e, logo em seguida, na Holanda, Alemanhglatérra. Em 1828 foi
desenvolvido, na Holanda, um procedimento paraspgam e separa¢do da
gordura da améndoa, permitindo a fabricacdo de otéiec em barras, com
posterior incorporacdo de leite condensado ou emepd 1876, na Suica
(PURSEGLOVE, 1968).

Pires (2003) destaca que a crescente demanda dat@rimduziu a
expansao da cultura. A principio, o México era admexportador, e no século
XVI o cacau ja era cultivado para o comércio comuaopa, América Central,
América do Sul, Trinidade, Jamaica e Haiti. No &2e(VIl foi introduzido na
Venezuela, a partir do México, e, por volta de 1 #sfe pais passa a ser o maior
produtor mundial, sendo substituido pelo Equadorsaoulo seguinte, que
cultivava a variedade local Nacional (DUBLIN, 198Em 1746 é introduzido
na Bahia, a partir de sementes trazidas do Pagatre, 1822 e 1878, é levado a
Africa por portugueses, se expandindo em Gana,ridigéamardes e Costa do
Marfim (PAULIN; ESKES, 1995). Atualmente, o contitie Africano produz a

maior parte do cacau comercializado no mundo (ICZD2).
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2.2 Cacauicultura: Producdo mundial e nacional

Segundo Amin (2003), entre os produtos de origerpidal, o cacau
pode ser considerado come@mmoditymais representativa de uma agricultura
de subsisténcia para milhares de produtores esgugng, a0 mesmo tempo, um
carater estratégico na elaboracdo e implementazfoldicas de planejamento
e desenvolvimento econdémico. O crescimento da esi@nodos paises
produtores, sempre esteve ligado ao comportamentong simples variavel: o
preco internacional de cacau.

Costa do Marfim lidera, desde a década de 60, dupém mundial de
cacau em améndoas secas, seguida, na ordem, par Bdanésia, Nigéria,
Camar0es, Brasil e Equador. Este grupo de setespadmcentra mais de 80 %
da oferta mundial (ICCO, 2012). Dados sobre a gradiem mil toneladas de
améndoas de cacau estdo apresentados na Tabekfral,de 2009/10 e
estimativas para 2010/11 e 2011/12.
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Tabelal Producgéo de améndoas de cacau (mil tas}lad

2009/10 2010/11* 2011/12*
Africa 2486 68,4% 3225 74,8% 2891 71,4%
Camardes 209 229 210
Costa do 1242 1511 1476
Marfim
Gana 632 1025 879
Nigéria 235 240 220
Outros 168 221 107
América 516 14,2% 561 13% 630 15,5%
Brasil 161 200 220
Equador 150 161 190
Outros 205 201 220
Asia e Oceania 633 17,4% 527 12,2% 531 13,1%
Indonésia 550 440 450
Papua Nova 39 48 45
Guiné
Outros 44 39 36
Total 3636 100% 4313 100% 4052 100%

Fonte: ICCO (2012).
Nota: *Estimativas

Os Estados Unidos é o pais que mais importa amgmtdoeacau e seus
derivados. No 1° trimestre de 2011 as importacBege+tamericanas de
améndoas de cacau somaram 156.732 t, as importdeSemnteiga de cacau
alcancaram 17.942 t, 14,54% acima das 15.664 tideejpo trimestre de 2010.

J& as importacdes de padtguor) cairam de 6.953 t em 2010 para apenas 80,4 t
(BRASIL, 2011).

A producgédo nacional de cacau em améndoas estantmautz no sul da
Bahia, seguida, em escala bem inferior, pelo PapareRondénia (BRASIL,
2011). A Figura 1 mostra a producéo, area plantagdmero de produtores dos

estados brasileiros que cultivam cacau.
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110.681 ha
N- Produtores: 14.595
Produgdo (2010): 59,997 T

Area cultivada: 8.592ha
N+ Produteres: 2.214
Produgdo (2010): 3.093 T

Area cultivada: 549.823 ha
N+ Produtores: 33.910
Produgdo (2010): 149.303T

Area cultivada: 1.328 ha
N+ Produtores: 355
Produgdo (2010): 646 T

Area eultivada: 38.561 ha
N+ Produtores: 8.000
Predugdo (2010): 17.484 T

Total
Area plantada: 729.676 ha
N® Produtores: 60.074
Produgdo (2010): 238.037 T

Area cultivada: 20.691 ha
N+ Produtores: 1.000
Produgdo (2010): 7.513 T

Figural Producdo, area plantada e numero de mnadut
Fonte: Brasil (2011).

De acordo com Brasil (2011), a safra brasileira rdeaio/2010 a
abril/l2011 fechou com recebimentos acumulados de98@ t, dos quais
153.393 t foram produzidos pelo estado da Bahi/.B71 t provenientes dos
outros estados produtores. O que demonstra a iamoiet da Bahia para a
producgédo nacional de cacau.

Durante a década de 1980, o Brasil se destacovencado mundial de
cacau como um grande produtor, atingindo marcasériuas de, por exemplo,
400.000 toneladas de améndoas secas e produtividad®0 kg/ha, a maior no
contexto mundial da época. A partir da década del®ddo a disseminacgdo da

doenca vassoura-de-bruxa (causada pelo fiagaliophtora perniciosphouve



19

declinio na produtividade brasileira (EFRAIM, 2008esde o surgimento da
doenca em 1989, a producéo brasileira de améndoas dge cacau, passou de
392 mil toneladas (1989) para apenas 170 mil (B@)3fepresentando uma
expressiva queda da producdo nacional (FOOD AND IEBRTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2011). Asxportacdes
também sofreram acentuado declinio de 70%, comaegoiéncia, o Brasil
passou de exportador a importador de améndoasrftadaes e secas para suprir
a demanda nacional (EFRAIM, 2009).

Nesse contexto, Efraim (2009) ressalta que a Camigxecutiva do
Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) vem indicandorarole integrado da
doenca, com a utilizacdo de variedades resistgmtéscas culturais, utilizacéo
de defensivos quimicos e controle bioldgico, além disponibilizar aos
agricultores as informagdes ou materiais relatvesada um desses métodos de
controle. Com isso, a producdo nacional de cacau s recuperando, e 0
Brasil, de um pico de baixa em 2003, de 170.006l&0las, passou para 220.000
toneladas em 2011/2012, de acordo com as estirmal&vdnternational Cocoa
Organization (ICCO, 2012).

Alves et al. (2006) ressaltam que a vassoura-teabéua doenca mais
importante da cultura do cacaueiro, nos paises ef@l®corre. Em 1989 foi
constatada pela primeira vez a presenca do patdlydliophtora perniciosa
na principal regido produtora do Brasil, a Bahidaka de medidas de controle
eficientes resultou, nos dltimos anos, em menodyg&o, mudancas no uso da
terra, venda de propriedades, diminuicdo do nigetmiprego e danos ao meio
ambiente. A Figura 2 representa a queda da prodbcdsileira desde o

surgimento da praga.
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Producio Brasileira de cacau entre 1988 e 2009

350 =—#=—Producio nacional 1988-2009

Producao em mil toneladas

1688 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Ano

Figura 2 Producéo Brasileira de cacau entre 19886
Fonte: FAO (2011)

2.3 Vassoura-de-bruxa

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro foi observada jpéfaeira vez no
Suriname, em 1895 (HOLLIDAY, 1970). Essa enfermalattm ampla
distribuicdo geografica nos paises produtores daucala América do Sul e
Central, como Brasil, Bolivia, Colémbia, Equadonji&#ha, Peru, Venezuela,
Panama, nas llhas do Caribe, Trinidad & Tobagon&ta, Santa Lucia e Sao
Vicente (BASTOS, 1990; SILVA et al., 2002). O prineeregistro da doenca na
Bahia ocorreu no municipio de Uruguca, em 22 deordai 1989 (PEREIRA et
al., 1990). Em fevereiro de 2001, foi constatada_aerhares, estado do Espirito
Santo (SILVA et al., 2002).

O patégeno Nloniliophthora perniciospé um parasita hemibiotréfico
gue possui duas fases fisiolégicas e morfolégicatinths. Uma delas é
parasitica, monocariotica, de crescimento intel@elocom auséncia de grampos
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de conexdo, encontrada em tecidos vivos, enquargoagoutra é saprofitica,
dicaridtica, com crescimento intracelular e preaede grampos de conexao,
encontrada somente em tecidos mortos (LUZ; SGRILBBNTOS FILHO,
2005).

A vassoura-de-bruxa provoca um superbrotamentgadss terminais
do cacaueiro, possuindo sintoma caracteristico @nagdo dos brotos
hipertrofiados de excessivo desenvolvimento, apanglo uma vassoura —
caracterizando assim, o nome da doenca. De inicidesenvolvimento da
doenca nos brotos é rapido, porém depois de 5eam@res o broto comeca a
secar, podendo cair ou ficar aderente a arvore B¢t al., 2011).

Sua disseminacao é feita por basididsporos, Unicakmdes efetivas do
patégeno, que sdo produzidos na superficie de dansituadas no himendéforo
dos basidiomas, em células especializadas denoasirtzasidios, de onde séo
liberados ativamente. O principal mecanismo deedigisacao da doenca € pelo
ar, embora chuvas nao deixem de exercer também nuportante papel
(ANDEBRHAN, 1988; EVANS, 1981).

Os basidiésporos, cuja liberacdo ocorre, geralmentee as 18 he 6 h
da manhd, sdo levados pelas correntes aéreasniuliagéo) e necessitam ser
depositados rapidamente sobre os tecidos em ces@irtsitios de infeccdo) do
hospedeiro. Nesses locais, 0s esporos germinametrge. Apos uma hora de
exposicdo ao ar livre, submetidos a radiacdo selaro dessecamento, 0s
basidiésporos perdem a viabilidade. A quantidadbasgdidsporos no ar reduz
sensivelmente em distancias superiores a 300 nortta fle indculo, embora
possa ocorrer alguma deposicdo de esporos e iefe@d plantas situadas a
alguns quildmetros da fonte de in6culo, quandoceslicdes atmosféricas sé@o
favoraveis a disseminacéo (LUZ; SGRILLO; SANTOS @, 2005).

Na Babhia, devido a ocorréncia da doenca, a prodoggileira reduziu

severamente. Entretanto, avaliando-se os dadostideativas da producdo para
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a safra 2011/2012, confirmou-se uma recuperacaproducdo brasileira de
cacau, representando um aumento em torno de 3086 2003 e 2011/2012
(EFRAIM, 2009; FAO, 2011). Isso indica que as pé&sagiem busca do controle
do fungo causador da vassoura-de-bruxa ou de émsiat de cacaueiros a
doenca, seja por melhoramento genético, uso decfdag, manejo da lavoura,
entre outros métodos, estdo promovendo efeitosyass{EFRAIM, 2009).

O controle adequado da vassoura-de-bruxa dependenuacdo das
partes infectadas (poda fitossanitéria), aplicag&o fungicidas quimicos e

selecdo de variedades clonais resistentes (LOP&S 2011).

2.4 Desenvolvimento de novas variedades clonais do caeao

O uso de variedades resistentes € sem duvidana foais promissora e
econbmica para o controle da vassoura-de-bruxariepa introducdo de
cacau na regido baiana ocorreu em 1888. Até a d@md0 do século passado,
haviam sido realizados apenas quatro periodos tledutdo, com baixa
variabilidade genética. No periodo de 1970 a 19%@&reu a implantacdo de
ndcleos de cacaueiros e distribuicdo de semertiegds (SILVA; CARDOSO,
1980).

Recentemente, uma atengdo por clones resurgiup sgah atencao
especial a este tipo de material na Malasia e @unal paises da América
Latina, como a Coldémbia, onde sao distribuidos)ggualmente, clones TSH e
TSA, obtidos em Trinidad; e Equador, aonde o cl@@N 51, de alta
produtividade, resistente a vassoura-de-bruxa eltaese de dois ciclos de
selecdo conduzidos por um agricultor, esta senddaanente cultivado (neste
pais também séo indicados clones TSH, TSA e EBRE®, 2003).

Com o intuito de recuperacéo da lavoura cacaueiBxasil incentiva a

unido entre fazendeiros e 6rgaos de pesquisas, ooBentro de Pesquisa do
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Cacau — CEPEC e a Comissédo Executiva do Plano dautaa Cacaueira —
CEPLAC. Essa unido tem como objetivo desenvolveqpisas sobre cultivares
de cacau resistentes, produtivos e que originenériaatprimas de qualidade.
Uma das formas mais eficientes encontradas paecwperacdo da lavoura
cacaueira (EFRAIM, 2009).

De acordo com Dias (2001), os primeiros trabalhofgidos ao
melhoramento da espécie, na Bahia, tiveram iniei@écada de 1940, sob a
conducéo do Instituto de Cacau da Bahia, na Estagferimental de Uruguca,
com a selecao de plantas individuais dentro dalpgfa de cacaueiros comuns
da Bahia. Esta selegéo feita em fazendas, comnzasgaliagdo da producgéo,
deu origem as selecdes da série SIC (Selecdoutnstito Cacau). Foram
identificadas algumas plantas de semente branothasftenras em cacaueiros
da variedade Comum denominados Catongo, home dmdazonde foram
identificados, na antiga localidade de Pirangiehuojnicipio de Itajuipe-BA.

Nas fazendas de cacau durante, aproximadamenteséoilos foram
cultivadas e multiplicadas as plantas pelos prodatdocais, que ao longo
desses anos selecionaram de forma massal suadad@$ecomuns, constituidas
das conhecidas variedades Comum, Para, Parazibtzoamh&o. Na década de
1950, foi realizado nas Estacdes Experimentais wksadi (Jussari, BA) e
Goitacazes (Linhares, ES), sele¢Bes que deramnorégeseries SIAL (Estacdo
Instituto Agronomico do Leste) e EEG (Estacdo Expental de Goitacazes)
(LUZ et al., 1997).

A CEPLAC usou variedades competitivas e agronongcaen
superiores, introduzidas de outros paises, pritmgrate de Trinidad e da Costa
Rica, para serem utilizados diretamente como ek ou em cruzamentos,
especialmente com as sele¢cdes locais, dando irégio programa de
desenvolvimento de cultivares hibridas buscandoiedades com boas

caracteristicas de qualidade, producéo e resist@REREIRA, 2001).
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Atualmente um amplo conjunto de novas fontes déstéexia foi
identificado incluindo: os clones das series Cnazdd Sul e RB, originarias do
Acre; o clone Ma, do Amazonas; os clones CCN, daalqr. Pelas andlises de
distancias genéticas entre estas fontes, avalemasivel de DNA, vem sendo
efetuados cruzamentos visando a associacao de denesisténcia.

Hoje, para os agricultores baianos, por meio dtting Biofabrica de
Cacau (Organizacdo social vinculada ao Governo dhiay esta sendo
disponibilizado material genético de cacau toleramtvassoura-de-bruxa e de
alta produtividade, tendo como finalidade basicapwmio complementar ao
programa de Recuperacdo da Lavoura Cacaueira Baislgans destes
materiais sdo: TSH 516, 565, 774, 1188; SJ 02; 854 656, 792; FA 13; PS
1030, 1319; CCN 51; IPIRANGA 01; BN 34; EET 397; REEC 2002, 2003,
2004; PH 9, 15, 16; LCTEEN 37 A (PEREIRA, 2001).figura 3 apresenta

algumas variedades de cacau cultivadas em soliteinas
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PHY9 PH 15
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CEPEC 2002 CEPEC 2004 TPTRANGA 01

CCN 51 SJ02 BN 34

Figura3 Alguns exemplos de variedades de cacawngadas em solo

brasileiro

2.5 Impacto do melhoramento genético na qualidade do cau

A dificuldade em se avaliar comparativamente a®reifcas entre

variedades de cacau encontra-se na escassez alddsafue tenham utilizado

diferentes variedades genéticas submetidas aos aomegmnotocolos de

fermentacdo, secagem e torracdo (CROSS, 1999). dtpasnas pesquisas tém

possibilitado um maior conhecimento sobre os fatquee influenciam no sabor

de chocolate das novas variedades genéticas (EFR2009).

Apesar da importancia de processos poés-colheitap @ fermentacéo,

secagem e torrefacdo, no desenvolvimento do sabonatolate, alguns estudos

mostraram também um forte efeito da variedade daucao sabor. Clapperton
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et al. (1994b) avaliaram sensorialmente mais de@ual amostras diéquor de
cacau preparado a partir de 107 clones, na Malésiglataram um efeito claro
no sabor dos diferentes clones avaliados. Clappettal. (1994c) avaliaram 64
clones e 12 atributos de sabor, e observaram uaradgrdiferenca entre os
clones, especialmente para o sabor do cacau egésiria.

Efrain (2009) verificou atributos de sabor distsitpara o chocolate
produzido a partir de nove clones do programa déareemento do Brasil, os
clones estudados foram: CEPEC 42, EET 397, TSA BSA, 656, TSAN 792,
TSH 516, TSH 565, TSH 774 e TSH 1188. Efraim (208¥)meteu todas as
amostras ao mesmo tipo de processamento, geraésl@rndutos: massa de
cacau, manteiga e chocolate. Avaliando as carstiteid desses derivados,
constatou-se que a manteiga de cacau obtida deastmove variedades mais
resistentes a vassoura-de-bruxa apresentava maigzadem comparagdo com a
extraida do cacau comum cultivado na Bahia, aléssoditestes sensoriais
comprovaram uma maior preferéncia pelos produtosmdge a partir de
variedades obtidas de misturas de dois grupos dauemos Forastero e
Trinitario), em comparacdo com outras variedades descendapéems do
grupoForastero

Sukha et al. (2008) avaliaram o sabor do chocglatéuzido a partir de
sete clones de cacau fermentados e plantados emno gegides de Trinidad e
Tobago, e observou que o efeito da variabilidadegea em atributos de sabor
foi grande, até mesmo maior do que o efeito do meibiente.

O efeito de variabilidade genética na composicdmiga do cotilédone
também tem sido alvo de pesquisas. Os conteuddadmoides, cafeina e
teobromina em gréos de cacau demonstraram que pafidar o amargor e
adstringéncia do chocolate, e suas quantidadesnvantre os clones de cacau
(CAMU et al., 2008; CLAPPERTON et al., 1994a, 199%BDOR-SOFFALINA
et al., 2009).
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Visando contribuir para o aperfeicoamento do melhmnto do
cacaueiro no Brasil, Pires (2003) conduziu estudobre a cole¢do de
germoplasma do CEPEC — Centro de Pesquisa do Camalihéus, na Bahia,
gue abordaram os caracteres de maior importancéagaultura: resisténcia a
vassoura-de-bruxa e podriddo parda, produtividadeacteristicas fisicas de
fruto e semente, teor e dureza da gordura e coacéot de 4cidos graxos e
triglicerideos. Pires (2003) observou que as s&oes maiores médias para o
teor de gordura sdo na quase totalidade, origsddaregido Amazodnica e de
material ndo domesticado, além disso, o gendtipo edwbrido é fator
determinante para o contelido de manteiga da semente

A fim de avaliar o efeito da fermentacdo sobre ar e purinas no
cacauCriollo e um hibrido originado ao Sul do Lago Maracailoo,réalizado
um teste conduzido por Portillo et al. (2001). Ortde teobromina e cafeina
diminuiu durante a fermentacdo para os dois tipescdcau. O contelido
teobromina foi menor no cacawCriollo. Também a relagdo de
teobromina:cafeina foi menor para os tipos de c@calio, indicando que estes
sdo menos amargo.

Efraim (2009) ressalta, que nestes trabalhos, urea que as
fermentacdes foram realizadas em pequenas quagdideh alguns casos de 1 a
3 Kg) e que as sementes com polpa de grande pastgahotipos avaliados
foram colocadas em uma mesma caixa de fermentagdagantidades maiores
de outras sementes com polpa, particularidadetapa ee fermentacdo de cada
material ndo puderam ser avaliadas, bem como asivp@s variacdes na
qualidade final de cada material decorrentes dogssm fermentativo. Pode-se
especular que esta variacdo pode resultar numatigaigéio irregular levando a
conclusdes errbneas sobre a qualidade do novo .cldssim, surge a
necessidade do estabelecimento de uma fermentacgoaade escala (40 a 60

Kg) para melhor caracterizar e qualificar os nasloges desenvolvidos.
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2.6 O processo fermentativo do cacau

A partir das sementes do cacau € obtido um doseatoa mais
conhecidos e apreciados: o chocolate. Seu sabondiconado ndo apenas a
atributos genéticos do cacaueiro (variedade), camdém a modificacdes que
ocorrem durante seu beneficiamento. Basicamendbs, apolheita do cacau, sao
efetuadas as operactes de abertura dos frutoerfErgdio das sementes junto a
polpa que as envolve, secagem e torracdo paracéotela massa diguor de
cacau, que sera utilizado na obtencdo de manteigpd ée cacau, além de
chocolates e produtos derivados (BECKETT, 2011).

Os frutos apds a colheita sdo abertos e levados @sarlocais de
fermentacdo que variam de acordo com o tipo d@oegiodutora (LEHRIAN;
PETTERSON, 1983). No sul da Bahia, a fermentac&mrecem caixas de
madeira (cochos de fermentacéo), durante 6-8 diime o0 cacau é revolvido de
12 em 12 horas a partir do segundo dia de ferm@&mta Figura 4 apresenta as
mudangas visiveis que ocorrem na massa de cacanteluos dias de
fermentacdo. No inicio, a polpa se faz muito presesom o passar dos dias a
atividade microbiana torna—se mais intensa, sesda polpa consumida. No
final dos dias de fermentacdo apenas améndoasapr@ara O processo de

secagem permanecem no cocho.
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Figura4 Mudancas visiveis na massa de cacau durarttias de fermentacdo

O termo fermentacdo de cacau implica em um progegsobioldgico,
de acdo enzimética e de producdo dos precursorearatna e sabor de
chocolate. Ou seja, € uma mistura de processosolbigicos externos,
caracterizados principalmente pela producdo dekéaacido acético a partir de
carboidratos, e de processos internos autoliticomleendo as enzimas da
améndoa (BIEHL et al., 1989; SCHWAN; WHEALS, 200Esta é uma etapa
fundamental do beneficiamento primario do cacgurdamente com 0 processo
de secagem define o padrdo do cacau comercialndestas duas etapas
comprometidas com a qualidade do produto final.

Estudos microbioldgicos sobre a fermentacéo douceegtificam desde
0 século passado a presenca de varias espéciasrdeganismos associados ao
processo, como leveduras, bactérias do acido latmcético, varias espécies de
Bacillus além de outros fungos e aerébios formadores peres (GARCIA-
ARMISEN et al., 2010; JESPERSEN et al., 2004; LIetAal., 2011; NIELSEN
et al., 2005; SCHWAN; WHEALS, 2004). A Figura 5 regpenta a sucessao

microbiana que ocorre durante o processo fermgatdt cacau.
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Figura5 Sucesséo microbiana durante o perioderdeehtacdo
Fonte: Schwan e Wheals (2004).

A sucessdo microbiana comega quando altas concéesrae acucares,
baixo pH e tensdo de oxigénio favorecem o cresdimnele leveduras que
convertem os carboidratos da polpa em etanol, domdim o processo durante as
primeiras 48 horas (NIELSEN et al., 2007). As baat laticas também
fermentam os acuUcares e utilizam o acido citricgpal@a, seu crescimento é
favorecido pela escassez de oxigénio e ligeiravaefes do pH e da
temperatura. Estas bactérias pertencem a dois grugmomo e
heterofermentativas, apresentando crescimento medamtorno das 16-48h, a
partir do inicio da fermentacdo (ARDHANA; FLEET, @) SCHWAN;
WHEALS, 2004).

Com a desintegracdo da polpa que envolve as am€ndoa
revolvimento da massa de cacau, a aeracao sern@ioa e juntamente com 0s

valores do pH, que devido a agéo das levedurag eduoido citrico presente na
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polpa, favorece o crescimento das bactérias aséfieas bactérias promovem a
oxidagdo do etanol, produzido inicialmente pelasderas, a acido acético, em
uma reacdo extremamente exotérmica, elevando aetatopp da massa
fermentativa para patamares de 45 a 50°C. A atipdmatura € importante pelo
seu efeito nas reacBes enzimaticas, necessariasopaesenvolvimento do
aroma e sabor de chocolate. O acido acético aotrpengos tecidos dos
cotilédones promove a morte do embrido das semées2h), e juntamente
com o etanol atuam sinergisticamente, causandéusadi de polifendis, o que
gera améndoas de cacau bem fermentadas (ARDHANBETFL2003; BIEHL
et al., 1989; CAMU et al.,, 2007; NIELSEN; SNITKJAEBERG, 2008;
SCHWAN, 1998; SCHWAN; ROSE; BOARD, 1995). Outragpéses de
microrganismos comdacillus e fungos filamentosos desenvolvem-se nos
estagios finais da fermentacdo, mas segundo Ardhéibeet (2003) o seu papel
ainda ndo estd completamente elucidado. A FiguitusBra os metabdlitos

produzidos durante o processo fermentativo da aozédd cacau.
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Figura 6 Metabdlitos finais produzidos durante ocpsso fermentativo da
améndoa de cacau

Fonte: Lopez e Dimick (1995)

Os efeitos favoraveis da fermentacdo do cacau gfiodacéo de sabor
tipicos de cacau e chocolate; oxidacéo e condemsigcgolifendis adstringentes
em compostos sollveis, menos desagradaveis ao apaladducdo na
concentracdo de proteinas que poderiam conferiorsalesagradavel na
torrefacdo das améndoas; e pela reducdo na cog&mtde purinas que sao
muito amargas. O ritmo do desenvolvimento do seldw aroma caracteristicos
do cacau e chocolate é funcéo do tempo que o eantbeidanda para morrer e
gue os polifendis séo liberados de seus compartisaelulares. Sabe-se que
este sabor tipico surge apés 44-46 horas do iniéo fermentacéo
(THOMPSON; MILLER; LOPEZ, 2007).

De acordo com Thompson, Miller e Lopez (2001), aniga de
fermentacao é variavel, dependendo do pais, daaegilo porte do produtor de

cacau (grandes ou pequenas propriedades). Em sedggdédmérica Central, a
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fermentacado, geralmente, é realizada em platafodeasecagem, nas quais as
sementes com polpa sédo espalhadas durante oa@imidas em montes durante
a noite como forma de manter o calor. Essa préimstrava-se eficiente quando
a maior parte do cacau produzido na regido eraimm Griollo. Porém,
atualmente, grande parte do material é constityioia hibridos do grupo
Forasterq sendo essa prética inadequada para esse tipacda. Em alguns
paises africanos e esporadicamente na regido aitazdmasileira, a
fermentacdo é realizada em montes, sendo que adidpdes podem variar
consideravelmente, de 25 a 1.000 Kg de sementespoipa (THOMPSON,;
MILLER; LOPEZ, 2001). Em algumas regi6es de Gana, Nigéria e nas
Filipinas, a fermentacdo € geralmente realizadacestos. Em fazendas de
grande porte, como na Bahia, a fermentacéo € adaliem caixas de madeira de
aproximadamente 13n

Contudo, a maior parte do cacau no mundo é cutiiesma menor escala,
em pequenas propriedades com condicdes precariasnd@ede-obra e
mecanizacdo. Nesse caso, a fermentacdo é reatieadversas formas, como
por exemplo, em montes de sementes com polpa esbedm folhas de
bananeira, os quais permanecem ao lado ou na pdnea de cultivo do cacau,
em caixas utilizadas no transporte de frutas, eoossaem plataformas de
secagem, entre outros (THOMPSON; MILLER; LOPEZ, 100

Embora o crescimento dos microrganismos seja simibg diversos
paises produtores de cacau do mundo, acreditaeseagla fermentacédo tem a
sua caracteristica prépria (COCOLIN; BISSON; MILIZR00; SAMAH et al.,
1993), e a qualidade do produto final das améndeasacau fermentadas e
secas variam de pais a pais, de fazenda a fazedéacelheita a colheita
(LOPEZ; DIMICK, 1995; NIELSEN et al., 2005). Um neaientendimento da
dindmica microbiana de todo processo de ferment@e@acau, no Sul da Bahia

€ um passo essencial para o desenvolvimento dedasedue assegurem ao
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cacau uma maior qualidade e por consequéncia,haeslates desenvolvidos a

partir deste.

2.7 ldentificacdo e fungéo de leveduras associadas arfeentacdo de cacau

As leveduras estdo largamente distribuidas na ewmture tem
capacidades metabdlicas extremamente diversas. ficsdiam utilizar uma larga
cadeia de nutrientes sob varidveis condi¢Bes amaisefTORNAI-LEHOCZKI;
PETER; DLAUCHY, 2003) e tem sido descritas comoantgntes organismos
contaminantes, especialmente em alimentos com Iphix@lta concentracdo de
acucar ou de sal, em alimentos contendo sorbatmzohto como conservantes,
bem como na presenca de alcool onde muitas esplcieactérias sdo inibidas
(EVANS; EVERIS; BETTS, 2004; SENSES-ERGUL; OZBAS(0B).

As condicdes presentes na fermentacao de cacaaspsito a aeracao,
pH, concentracdo de etanol e substrato fornecesiphra muitas espécies de
leveduras em cada processo fermentativo. Estudalzagos no Brasil
identificaram diversas espécies de leveduras asfaxia fermentacdo do cacau,
entre elasCandida bomhi C. pelliculosa C. rugopelliculosaC. rugosa C.
humilis Yarrowia lipolytica, Kluveromyces marxianusloechera apiculatak.
thermotoleransLodderomyces elongisporRichia fermentansSaccharomyces
cerevisiae e Torulaspora pretoriens{PEREIRA et al., 2012, 2013; SCHWAN;
WHEALS, 2004).

O fato das leveduras serem 0s agentes principaiferdsgentacdo do

cacau é explicado pelas seguintes funcdes:
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a) Quebra do acido citrico da polpa o que leva a umeato no pH de
3,5 a 4,2, possibilitando o crescimento de bacgria

b) Producdo de etanol sob condigcbes de baixo oxigénialtas
concentracdes de aclcares, 0s quais sao consumiidaivamente;

c) Producédo de acidos organicos (oxalico, fosféricectico, malico
e 4cido acético), 0s quais penetram nas semerg@gsam a morte
do embriao;

d) Producdo de alguns compostos organicos volateiscqoiibuem
tanto para o sabalo chocolate, quanto para os precursores do sabor;

e) E por fim, pela secrecao de pectinases, que redazéscosidade da
polpa, levando a uma maior aeracdo da massa fetivent
(SCHWAN, 1998; SCHWAN; WHEALS, 2004).

As leveduras utilizam diversos carboidratos comuteade carbono, e
logo suas caracteristicas fisiolégicas e bioquimipadem ser avaliadas de
acordo com testes de assimilagcdo de acucares ernfegdo (KURTZMAN;
FELL; BOEKHOUT, 2011). Devido a sua ampla distritio, em diversos
ambientes, varias metodologias seletivas tém sigeerd/olvidas para sua
identificacdo, empregando meios de cultura que ipemmseu crescimento e
gue, porém inibem o crescimento de outros fundusctérias.

As técnicas morfoldgicas e bioquimicas de iderstifim de populacdes
de leveduras foram amplamente desenvolvidas eaddis, para que desta forma
possam ser avaliadas as estruturas fisicas, agerésticas celulares, a formacéao
de esporos, as formas de reproducdo e apresemtag&mlonias em meios de
cultura dos organismos testados (KURTZMAN; FELL; BCGHOUT, 2011).

Durante muitos anos as técnicas de identificacadassificacdo de
leveduras mais empregadas foram aquelas baseadascaesateristicas

morfolégicas e fisiol6gicas, denominadas técnicaditionais. Entretanto, os
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procedimentos taxondémicos convencionais para €izmsimicrorganismos sédo
ainda muito lentos, exigem muito trabalho e ndoa@wlutamente conclusivos
(BERNARDI et al., 2008).

Métodos moleculares vém sendo cada vez mais usadusimportante
ferramenta de identificacdo de leveduras. O rDNAndito empregado em
estudos taxonbmicos de leveduras devido a presengegides codificadoras e
nao codificadoras, que evoluem em diferentes taxtmnbém pelo fato de estar

presente em todos 0s organismos, a partir de uigenoevolutiva comum.

2.8 Identificacdo e fungéo de bactérias associadas arfeentacdo de cacau

Testes bioquimicos, nutricionais e fisiolégicos séados na taxonomia
de bactérias desde a década de 20 (BUSSE; DENNHRITZ, 1996). Esses
métodos testam, entre outras coisas, a capacidaddildacdo de diferentes
fontes de carboidrato e a presenca de determiradamas. Até pouco tempo
atras a identificacdo bacteriana baseava-se somengas caracteristicas. Isso
gerava um problema, pois organismos ndo relacienddogeneticamente
podem apresentar caracteristicas semelhantes gassem o mesmo ambiente.

Kirchoff et al. (1997) admitiram que a identificac8e novos isolados
torna-se dificil se for baseada em critérios purdméenotipicos e fisiolégicos
e, principalmente, se as caracteristicas mostiaolasm isolado em particular
nao sdo completamente idénticas as espécies jataeseor esse motivo tem se
recomendado uma abordagem polifasica para a idagéfo de bactérias. Isso
inclui informacgédo fenotipica, genotipica e filogéo# (VANDAMME et al.,
1996).

O papel das bactérias na fermentacdo do cacau aidda foi
completamente estabelecido, mas é possivel atrdl@iamente as mudancas

guimicas que ocorrem na polpa as leveduras, bastéticas e acéticas. Sabe-se
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que mais do que 42 espécies de microrganismos i@onidentificados, e
envolvidos com a fermentagdo de cacau, porém ndos teéo verdadeiramente
essenciais para o processo (SCHWAN, 1998).

Os dois grupos mais importantes de bactérias ercmd® na
fermentacdo do cacau constituem de bactérias diw d&fico e bactérias do
acido acético. Das bactérias isoladas da fermemtdgacacaul actobacillus
fermentum, L. plantarum, Leuconostoc mesenteraideactococcus lactisdo
as principais espécies encontradas nas primeiratio?ds de fermentacao
(PEREIRA et al.,, 2013; SCHWAN; WHEALS, 2004). Aschtéxias laticas
também fermentam os acglcares e utilizam o acidécacida polpa, seu
crescimento é favorecido pela escassez de oxigéligeiras elevacdes do pH e
da temperatura, estas bactérias pertencem a daipoggr homo e
heterofermentativas, apresentando crescimento magimtorno das 16-48h, a
partir do inicio da fermentacdo (ARDHANA; FLEET,@) CAMU et al., 2007;
SCHWAN; WHEALS, 2004). Em geral,actobacillus sp.estdo presentes no
inicio da fermentacdo enquanto guactococcus spaparecem nos estagios
finais da fermentacdo (SCHWAN; WHEALS, 2004).

O aumento da aeracdo dentro da massa fermentastimula o
desenvolvimento de bactérias do acido acéticosHstatérias sdo responsaveis
pela oxidagdo do etanol a acido acético e positeeote pela oxidagcdo do acido
acético em agua e dioxido de carbono. Esta reagktr&mamente exotérmica,
elevando a temperatura da massa fermentativa psaengres de 45 a 50°C. A
alta temperatura é importante pelo seu efeito ree;des enzimaticas,
necessarias para o desenvolvimento do aroma e sabohocolate. O acido
aceético ao penetrar nos cotilédones promove a ndortembrido das sementes
(48-72h), e juntamente com o etanol atuam sinécgisente, causando a quebra
das paredes celulares, o que possibilita a difdgdpolifenéis, gerando assim
améndoas de cacau bem fermentadas (ARDHANA; FLRBT3; NIELSEN et
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al., 2005; SCHWAN, 1998; SCHWAN; ROSE; BOARD, 199Fm geral,
membros do génerédcetobactersdo mais frequentemente isolados do que
Gluconobater (PEREIRA et al., 2013). As espécidscetobacter acetie
Acetobacter pasteurianigio as mais frequentemente isoladas

Outras espécies de bactérias cdagillus desenvolvem-se nos estagios
finais da fermentagdo, mas segundo Schwan e W{R&04) o seu papel ainda

nao esta completamente elucidado.

2.9 Eletroforese de gel com gradiente desnaturante (DGE)

Durante muito tempo foi bastante limitada a capatédde se realizar
estudos sobre a diversidade de microrganismosalos, §& que uma pequena
porcentagem (1% a 5%, aproximadamente), podiacemsada pelos métodos
convencionais, com base em cultivo. Uma nova petisje surgiu com o
desenvolvimento de métodos moleculares e bioquémitais sensiveis, que tem
permitido interpretar mais facilmente e de formasnsensivel a diversidade
genética e funcional dos microrganismos em alimeeE® COLINI, 2004).

Com o advento da biologia molecular, tem sido pessvaliar mais
faciimente e de forma mais sensivel a estrutura damunidades de
microrganismos no solo. Técnicas moleculares, ldaseaa analise do DNA de
microrganismos retiradas diretamente dos ambiemtiegais, sem a necessidade
de multiplicacé@o prévia das células, tém contribypdra o avanco nos estudos
de ecologia microbiana (CAMU et al.,, 2007; CHEN; W@; CHEN, 2008;
MAGALHAES et al., 2010; NIELSEN et al., 2005; NIEESI; SNITKJAER;
BERG, 2008; RAMOS et al., 2010).

Muyzer, De Waal e Uitterlinden (1993) foram os piros a utilizar
PCR-DGGE com o objetivo de avaliar a diversidadeadwlicons do gene

rRNA 16S de uma comunidade microbiana. Muito embexstam varias
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limitacdes, a PCR-DGGE de fragmentos do gene rRBI& & uma metodologia
adequada para analises comparativas de duas ogaonaisidades bacterianas.

A analise de DGGE depende da extracdo do DNA demisiara, que
ird conter DNA de varias espécies em uma dada amdSticessivamente a
mistura de DNA é usada como produto para amplifieagor PCR de regifes
variaveis de DNA de interesse taxonémico (comogiéoe26S, por exemplo),
obtendo um produto que é uma mistura de amplifieatis espécies presentes,
todos estes de mesmo tamanho, mas com seqléreranidis e que podem ser
separados pelo DGGE (ERCOLINI, 2004; KIM; PARK; KI&2I009).

O DGGE foi originalmente desenvolvido e aplicadgraquisa médica
a fim de detectar, identificar e localizar mutacéegonto, naturais ou induzidas
(FISHER; LERMAN, 1983). Recentemente é estabele@dmo uma boa
ferramenta e utilizada em muitos laboratérios tedam ecologia microbiana.

Esta técnica é de fato bastante versatil e temuditibada para estudar
estrutura e evolucdo de comunidades microbianasotm mar, rios e aguas de
lagos (ERCOLINI, 2004); comunidades complexas cdmodilme bacteriano;
para avaliar a distribuicdo sazonal e de populag®dongo de um gradiente
(BEEK; PRIEST, 2002); para examinar diferencaseehtictérias habitadas no
trato gastrintestinal de grandes variedades de asincomo ratos, coelhos,
galinhas, porcos e humanos (SIMPSON et al., 2000hais recentemente, na
microbiologia dos alimentos (ERCOLINI, 2004), copara estudar a sucessao
das espécies microbianas envolvidas na fermen@dedmcau (CAMU et al.,
2007; NIELSEN et al., 2005, 2007; NIELSEN; SNITKJREBERG, 2008;
PEREIRA et al., 2012, 2013).

Dentro deste propésito, a técnica molecular PCR-BG@erece uma
alternativa eficaz e relativamente barata, paraméa a composi¢do
microbiana de fermentacfes espontaneas de caeaec@fido a possibilidade de

examinar um grande numero de amostras de uma sOewezum tempo
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relativamente curto, aumentando a compreensdo damdia microbiana
durante todo o processo. Podendo ainda revelaraadgr complexidade
microbiana que envolve a fermentacdo de améndoasadau, dando um
importante passo para o desenvolvimento de medielaontrole de qualidade
para a producdo de cacau fino (ARDHANA; FLEET, 20NBELSEN et al.,

2005).
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Abstract

The intensive efforts to control the “witches' bmdofungus in
Brazil have included research on resistant and npooeluctive cocoa
cultivars, but the impact of these crosses on cdeoaentation is not
known. To understand the effects of breeding oroadermentation, this
work investigated the microbes and chemical comgspresent during
the fermentation of three highly productive hybr{g&$i 9, PH 15 and PH
16). The microbial species present during the fetaten process were
similar in all three hybrids, but the populatiorfdaxtic acid, acetic acid,
and mesophilic aerobic bacteria and yeast in the ®Hhybrid
fermentations were greater than those in PH 15P4hd 6.Lactobacillus
fermentumL. caseiandL. rhammnosusvere the predominant species in
all hybrid cocoa fermentations. However, the peofdf the bacterial
community detected by PCR-DGGE was more complexha PH 9
fermentation. The yeasfaccharomyces cerevisiaeas predominant in
the all fermentations, followed kiyanseniaspora uvarurand the genus
Pichia. A similar profiles of substrate consumption (gise, sucrose,
fructose and citric acid) and kinetics of major afetlites (ethanol, acetic
acid and lactic acid) was also observed, but thelBHhybrid presented
the highest concentrations of sugars, acids amthals.

Keywords: cocoa fermentation, chocolate, hybrids, substratels
metabolites, PCR-DGGE.
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Resumo

Entre as medidas para o controle da vassoura-cexloiu Brasil,
as pesquisas sobre cultivares de cacau resistemigiseprodutivo tém
recebido atencdo especial. Mas o impacto do mettemto genético na
fermentacdo do cacau ndo € conhecido. Para entesdefeitos do
melhoramento na fermentacdo do cacau, este trabalhestigou a
microbiota e compostos quimicos presentes durafgerentacdo de trés
hibridos altamente produtivos (PH 9, PH 15, e PHcl&ivados no sul
da Bahia. As espécies microbianas presentes duaneocesso de
fermentacdo foram semelhantes em todos os trésddsbrmas as
populacbes de bactérias do acido latico (BAL), érdas do acido acético
(BAA), aerobios mesdfilos, e leveduras na fermedago hibrido PH 9
foram maiores do que em PH 15 e PH l&ctobacillus fermentupi.
caseie L. rhammnosugoram as espécies bacterianas predominantes em
todas as fermentagBes dos hibridos de cacau. Nmtento perfil da
comunidade bacteriana detectada por PCR-DGGE f@ cmnplexo na
fermentacdo do hibrido PH 9. A levediBaccharomyces cerevisiéai
predominante em todas as fermentacdes, seguidadHposeniaspora
uvarum e uma espécie do géneRichia. Um perfil semelhante de
consumo de substrato (glicose, sacarose, frutésale citrico) e cinética
de metabolitos principais (etanol, acido acéticcaido lactico) foi
também observado, mas o hibrido PH 16 apresentaoraentracdes
mais elevadas de acucares, acidos e alcoois.

Palavras-chave: Fermentacdo do cacau, chocolat#jddd,
substratos e metabilitos, PCR-DGGE
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1. Introduction

Theobroma cacad. belongs to the familysterculiaceaeand is
economically important due to its valuable seeds $eeds, commonly
known as cocoa beans, are the principal raw méatésiachocolate
production. Cocoa plants are cultivated on plaotegtiin tropical regions
throughout the world; Ivory Coast, Ghana, NigeGameroon, Indonesia
and Brazil are the major producers. For many yeamspa production and
commercialization has been the basis of the econanspme Brazilian
states and particularly in Bahia. Brazil is the ldisr sixth largest cocoa
producer (FAOSTAT, 2010).

Three main genetic groups of coco&Criollo, Forastero and
Trinitario - have been established based on their morphealogaits and
geographical origins (Cheesman, 1944). In the e&fl90s, financial
crises in the international cacao market and ‘vagchroom’, a disease
caused by the pernicious funginiliophthora perniciosaCrinipellis
perniciosg, dramatically decreased the production and egpairicocoa
beans (Freire et al., 1999; Schwan and Wheals, )200#ese events
prompted the search for disease-resistant hybads, the Brazilian
producers are currently recovering. The cocoa lmgediimed at
increasing productivity and disease resistance, ectdf some
characteristics of cocoa, such as size, color, tijyaand weight of the
seeds, pulp amount, flavor, chemical compositioan(G et al., 2008;
Noor-Soffalina, Jinap, Nazamid, & Nazimah, 2009;ki& Butler,
Umaharan, & Boult, 2008; Clapperton, Lockwood, Yd&vLim, 1994).

Considering the large variability in pulp contentlacomposition, as well
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as in the cotyledon composition, it should not bugprise that different
hybrids have different fermentation dynamics andqum@ments.
However, the effects of hybrid breeding on cocoaméntation and
chocolate quality are unknown.

The major constituents of the fresh pulp, glucdsestose and
citric acid, are fermented into ethanol and laati@ by yeasts, lactic acid
bacteria (LAB). Studies have identified severalsfeand LAB species
associated to cocoa fermentation, includingandida Bombi C.
pelliculosag C. rugosaC. ethanolicaC. humilis Hanseniaspora uvarum,
Kluveromyces marxianusK. thermotolerans, Kloeckera apiculata
Lodderomyces elongisporusPichia fermentans P. kudriavzevii
Saccharomyces cerevisjaeSchizosaccharomyces pombe&,arrowia
lipolytica, Lactobacillus brevisl.. fermentumL. plantarum Leuconostoc
mesenteroides L. pseudomesenteroideslactococcus lactis, and
Pediococcus acidilacticiSchwan and Wheals, 2004; Garcia-Armesen et
al.,, 2010; Pereira, Magalh&es, Almeida, Coelho, &wv&an, 2013).
Consequently, the microenvironment of the fermensuabstrate changes,
allowing obligate aerobic acetic acid bacteria (AAB replicate and to
oxidize ethanol, produced by yeasts, into aceticd g&chwan and
Wheals, 2004). Regarding the isolated AAB duringnientation of cocoa
stands out: Acetobacter aceti A. pasteurianus, A. ghanensis, A.
senegalensis, A. lovaniensis, A. fabarum, Glucoct@baxydansandG.
xylinus (Schwan and Wheals, 2004; Camu et al., 2007; @Gleak et al.,
2008; Papalexandratou, Vranckena, De Bruyneb, fantzb, & De
Vuys, 2011; Pereira, Magalhdes, Almeida, Coelh&ckwan, 2013).
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The fermentation of raw cocoa beans occurs in tepss the first
stage involves microbial reactions that take pladie pulp and the outer
part of the beans; the second phase involves ddwaleolytic reactions
that occur within the cotyledons (Biehl, BrunnegsBem, Quesnel, &
Adomako, 1985; Schwan and Wheals, 2004). As a cpresee of the
fermentation process cocoa different volatile and-wolatile compounds
are formed and these alcohols, aldehydes, ketastsrs, carboxylic
acids, pyrazines and sugars (Rodriguez-Campos, IdiscBuendia,
Orozco-Avila, Lugo-Cervantes, & Jaramillo-Flore§12). The microbial
activity in the cocoa pulp is a well-defined temglosuccession that is
dominated by yeast during the first few hours, #reh by LAB, which
decline after 48 h of fermentation, and AAB. Vasapecies oBacillus
(e.g.Bacillus subtilis, B. megateriurandB. flexu$, other bacteria of the
genus StaphylococcysPseudomonasPantoea Tatumella Klebsiellg
Micrococcus Microbacterium,and filamentous fungi (e.gAspergillus
fumigates, Aspergillus glaucus, Mucgp, andPenicillium sp) may also
grow throughout fermentation and can affect beaaliyuand cocoa
flavor (Schwan et al., 1995; Schwan and Wheals42@0dhana and
Fleet, 2003).

During fermentation, ethanol and acetic acid défugo the beans
and, combined with the increased temperature, tki#d seed embryo;
consequently, the internal structure of the coceanbbreaks down,
releasing compounds and pigments that interacthbioecally with
activated endogenous hydrolases to develop flamdrclor precursors
(Schwan and Wheals, 2004; Afoakwa et al., 2008)is Thtudy

investigated the microbial communities and the ploghemical changes
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inside and outside of cocoa beans during the speate fermentation of

the three cocoa hybrids cultivated in Brazil.

2. Materials and Methods
2.1. Fermentation experiments and Sampling

The fermentation experiments were conducted at\tak do
Juliana cocoa farm in Igrapitna, Bahia, Brazil. Tipe cocoa pods from
three different hybrids [Hybrid Port 9 (pH 9), Petybrid 15 (PH 15) and
Port Hybrid 16 (PH 16)] (Fig. 1) were collected ithgrthe main harvest
of 2011 (April and May). The cocoa pods were haeesand
immediately opened with a machete, and the beares tnansferred to the
house of fermentation. The fermentation was staiitedhours after the
breaking of the fruit and was performed in 0.08 wmooden boxes
(Schawn and Wheals, 2004). The time of the feratemt was 6 days
(144 h) and the amount used for each one of thedsylwas 60 Kg. The

pH value and temperature were evaluated duringdetations.
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Figure 1 Fruit, pulp and beans of the three differe/brids cocoa — PH 9 (A),
PH 15 (B) and PH 16 (C)

Bean samples adpproximately 100 g eackere withdrawrevery
12 h during the fermentation process. The samplese weollected
approximately 40 cm from the surface of the cemtethe fermenting
cocoa mass, placed in sterile plastic pots andfeared to the laboratory.
The samples for chemical and culture-independeaiises were stored at
-20 °C.

2.1.1. Physical-chemical analysis

2.1.1.1. Sugars, alcohols and organic acids analysi
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The carbohydrates, alcohols and organic acids wet@cted as
described by Rodriguez-Campos, Escalona-Buendiagzad+Avila,
Lugo-Cervantes, & Jaramillo-Flores (2011) with minmodifications.
Ten grams of fermented cocoa beans from each sawgye extracted
twice with 10 mL of Milli-Q water with vortexing fo5 min, and each 10
mL homogenate was transferred to another tube tdthes containing 20
mL of solution were centrifuged (7000 rpm, 10 méh,° C), and the
supernatant was separated from the precipitate. dreeipitate was
resuspended in an additional 5 mL of Milli-Q watand vortexed and
centrifuged as described above. The final volume@®fmL of diluted
pulp was centrifuged, and 2 mL of supernatant wesdd through a 0.22
um membrane (Millipore) for the HPLC analysis ofars, alcohols and
organic acids. After the extraction of compoundsgéss, alcohols and
acids) from the cocoa pulp, the testa was sepafaiedthe cocoa beans.
The cocoa beans were crushed with a pestle ancamarid extractions

were performed as described above.

2.1.1.2. HPLC analyses

The carbohydrate (glucose, sucrose and fructosggpn@ acid
(acetic acid, lactic acid, malic acid, citric acdthd succinic acid) and
alcohol (ethanol, glycerol and methanol) analysesevearried out using a
liquid chromatography system (Shimadzu, model L@di10Shimadzu
Corp., Japan) equipped with a dual detection sysi@msisting of a UV-
Vis detector (SPD 10 and a refractive index detector (RID-1QAA
Shimadzu ion exclusion column (Shim-pack SCR-10Z, mm x 30
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cm) was operated at 30 °C for carbohydrates arahale and 50 °C for
acids. Perchloric acid (100 mM) was used as thenglat a flow rate of
0.6 mL/min. The acids were detected via UV absactbg@210 nm), while
the alcohols and carbohydrates were detected Ja (Rliguel, Santos,
Duarte, Almeida, & Schwan, 2012). All samples wexrealyzed in
triplicate, and individual compounds were identfidbased on the
retention time of standards injected using the sawmeditions. The
sample concentrations were determined using anrrettecalibration
method. Calibration curves were constructed by ciipg different
concentrations of the standards under the sameitmed for sample
analysis and the areas obtained was plotted & lowrae whose equation

was used to estimate the concentration of the cang®in the sample.

2.2. Isolation and microbial count

Fifteen grams of cocoa beans were added to 135fmstenile
peptone water [0.1% v/w bacteriological peptoneniétiia) pH 7.0 +
0.2], homogenized for 10 min in a stomacher (Mayammdgenius HG
400, Sao Paulo, Brazil) and serially diluted. Tletic acid bacteria
(LAB) were enumerated by pour-plate inoculatiorMRS agar (De Man
Rogosa Sharpe, Merck, Darmstadt, Germany) contpi@m% (v/v)
nystatin (Merck) to inhibit yeast growth; the acedicid bacteria (AAB)
were enumerated by spread-plate inoculation on Gygar [50 g/l
glucose (Merck), 10 g/l yeast extract (Merck), 3Daglcium carbonate
(Merck) and 20 g/l agar (Merck), pH 5.6] suppleneehtwith 0.4%
nystatin to inhibit yeast growth. The yeasts weanamerated by spread-
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plate inoculation on YEPG agar [1% yeast extracph Peptone
(Himedia), 2% glucose at pH 3.5] containing 100 Ineploramphenicol
(Sigma) to inhibit bacterial growth. Nutrient ag@évlerck) containing
0.4% nystatin was used as a general medium for erating viable
mesophilic bacteria anBacillus spp. The MRS and nutrient agar plates
were incubated at 30 °C for 3-4 days; GYC and YE®@@r cultures were
incubated at 28 °C for 3-4 days. After the incutbatperiod, the number
of colony-forming units (CFU) was recorded. All gales of microbial
count were examined in triplicate and the calcafatiof standard

deviation was performed using program Microsolfti€f Excel 2007.

2.3. Culture-independent microbiological analysis

2.3.1. PCR analysis

The total DNA was extracted from samples with a % DNA
Mini  Kit (Qiagen, Hilden, Germany) in accordance tlwi the
manufacturer’s instructions for DNA purificatiorom tissues. The DNA
was stored at —20 °C until further use.

The DNA from the bacterial community was amplifieith the
primers 338fgc (5'-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGGG
GGG GCA CGG GGGSAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3) (the
GC clamp is underlined) and 518r (5-ATT ACC GCG BECT GG-3)),
which span the V3 region of the 16S rRNA gene (@syd-orney, Daae,
& Torsvik, 1997). A fragment of the D1/D2 regiontbke 26S rRNA gene
was amplified with the eukaryotic universal primé&s1GC (5-CGC
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CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG G@&EA TAT CAA

TAA GCG GAG GAA AAG-3) (the GC clamp is underlingdnd LS2
(5’-ATT CCC AAA CAA CTC GAC TC-3), which amplifiech fragment
of approximately 250 bp (Cocolin, Bisson, & MillBD00). All reactions

were performed in 25L containing 0.625 U Tag DNA polymerase
(Promega, Madison, U.S.A), 2.8 10X buffer, 0.1 mM dNTP, 0.2 mM
each primer, 1.5 mM Mggland 1 uL of extracted DNA. The
amplification was performed as in Ramos et al. @0The amplified
products (2uL) were analyzed by electrophoresis on 1% agarede g
before DGGE analysis.

2.3.2. PCR-DGGE analysis

The PCR products were separated on polyacrylaméle [§%
(w/v) acrylamide:bisacrylamide (37.5:1)] in 1x TAsffer with a DCode
system apparatus (BioRad Universal Dcode Mutatiete€tion System,
Richmond, CA, USA). Solutions containing 35-70% a®mant [100%
denaturant contains 7 M urea and 40% (v/v) formainwlere used for
bacteria, and solutions containing 30-60% denatwane used for yeast.
The gels were run at 60 °C for 6 h at a constaltage of 120 V. After
electrophoresis, the gels were stained with SYBRe®r | solution
(Molecular Probes, Eugene, UK) (1:10000 v/v) for 8(n, and the
images were visualized and photographed with askunamnator Lpix
Image (LTB 20x20 HE, LPi% Brazil).

The DGGE bands were excised from the acrylamids. gehe
DNA fragments were purified with a QIAEX Il gel eattion kit
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(Qiagen, Chatsworth, CA, USA) and re-amplified withe primers
338fgc and 518r for bacteria and NL1 and LS2 foasye The PCR
products were purified and sequenced with an ABI3XR automatic
DNA sequencer (Macrogen Inc., Seoul, South Koraag, the sequences
were compared with those available in the GenBaatlalthse with the
BLAST algorithm (National Center for Biotechnologynformation,
Maryland, USA)

2.4. Statistical analysis

Randomized experimental design with a factorial 5 Xthree
hybrids x five fermentation times) was analyzedistiaally using the
processes of analysis of variance according tavané SISVAR version
4.5 (Lavras, Brazil), and Scott-Knott test (5% mbitity) was used to

compare averages.

3. Results
3.1. General aspects of cocoa fruit

The cocoa fruits of different hybrids used in teiady are shown
in Fig. 1. Each fruit showed a different but chaeastic size, peel, seed,
pulp and number of beans. The PH 9 hybrid (Fig. ftéi} is 16.32 + 1.27
cm in length and 9.75 £ 0.75 cm in diameter witHoyeish color, a rind
thickness of 522.35 + 49.7 g, and 34-47 seeds noétr &nd the seeds
weigh 3.19 £+ 0.26 g each. The PH 15 hybrid (Fig) bhBs a red color,
thin and smooth bark (431.40 £ 55.3 g), a rind thahinner than hybrids
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PH 9 and PH 16, fruit measuring 14.75 + 0.93 cnteimgth and 9.55 +
0.53 cm in diameter, 42-47 seeds per fruit andsesighing 3.39 + 0.18
g each. The PH 16 hybrid (Fig. 1C) produces redsfimeasuring 20.5 +
0.35 cm and 9.60 £ 0.37 cm in length and diamegsipectively, and has
a rind thickness of 665.01 + 45.5 g, 33-48 seedsfippit and seeds
weighing 4.39 £ 0.49 g.

3.2. Microbial growth

The fermentation of different cocoa hybrids resiite the typical
succession of yeast, LAB and AAB (Fig. 2). Fermeataof the PH 9
cocoa hybrid produced a higher initial yeast popata(Fig. 2A). The
yeast population of the fermented PH 9 cocoa hyibdceased from 3.39
log CFU/mL at 0 h of fermentation to 4.93 log CFWrat 36 h and
remained stable up to 96 h (Fig. 2A). The yeasufajon in the PH 15
hybrid increased slightly during the first 36 hfefmentation, and after
this period, the populations decreased to 1.6€BY/mL (Fig. 2 B). The
yeast population during the fermentation of the Fhybrid reached its
highest values at 24 and 72 h of fermentation (4b84CFU/mL and 4.11
log CFU/mL, respectively) (Fig. 2C).
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Figure 2 Microbial succession of LAB (MRS courk, yeasts (YEPG counts,
m), aerobic mesophilic bacteria (Nutrient Agar cayef) and AAB
(GYC counts, A) during cocoa bean fermentation using three
different hybrid PH 9 (A), PH 15 (B) and PH 16 (C)
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Differences in LAB group populations were observied all
fermentation experiments (Fig. 2). The highestahtount was found for
hybrid PH 15 (3.30 log CFU/mL), followed by hybrié®dd 16 (2.62 log
CFU/mL) and PH 9 (2.43 log CFU/mL). Hybrid PH 15oeled the
highest initial population of AAB (3.70 log CFU/mL)ollowed by
hybrids PH 9 (3.46 log CFU/mL) and PH 16 (2.60 @BBU/mL). The
population of AAB in the fermentation PH 9 hybritcreased from 3.46
log CFU/mL to 5.97 log CFU/mL at 36 h; afterwardsAB decreased
until the end of fermentation. The AAB during tlegrhentation of the PH
15 hybrid reached values between 2.70 log CFU/nd.4i 3 CFU/mL.
The AAB population in the PH 16 hybrid started &@®log CFU/mL,
increased to 5.08 log CFU/mL at 72 h of fermentatio

The microbial count in nutrient agar medium ranfyedh 2.04 log
CFU/mL to 2.39 log CFU/mL for the PH 9 hybrid. Thacterial counts
on nutrient agar for the PH 15 hybrid varied betwéet0 and 2.98 log
CFU/mL. The microbes counted on nutrient agar dutire fermentation
of the PH 16 hybrid varied between 2.96 and 2.2836U/mL.

In fermentation times, 0, 48, 84, 120, and 144 igniBcant
differences (P > 0.05) were observed between teeage counts of the
hybrids for all groups of microorganisms, exceptiine of fermentation
84 h, averages counts of yeasts were statistiegjbal between hybrids

(data not shown).

3.3. Culture-independent analysis with PCR-DGGE
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Figures 3 and 4 show the PCR-DGGE fingerprints tioe
eukaryotic and prokaryotic communities, respecyivef samples taken
during the fermentations of the PH 9, PH 15 and1®Hocoa hybrids.
The PCR-DGGE fingerprints demonstrate that the Rtyl&id had more
diverse prokaryotic and eukaryotic communities tti@a PH 15 and PH
16 hybrids.

Fifteen DNA fragments from eukaryotes were detettigedGGE
(Fig. 3 and Table 1)I. cacaowas identified because universal eukaryote
primers were used. The greatest diversity of yeastfound within 72-96
h of fermentation of the three cocoa hybrids. Thdaeyotic DGGE
profile detectedSaccharomyces cerevisiagands 2, 5 and 7) and
Hanseniaspora uvarurfbands 1 and 3) throughout the fermentation of all
hybrids. Pichia kudriavzevii (band 12) was found only during
fermentation of the hybrid PH 15. ParticulafBhodotorula mucilaginosa
(band 4)was detected only in the fermentation of PH 9 amt 1B
hybrids. Issatchenkia terricola(bands 13 and 14) andspergillus
heteromorphugband 15) were detected during fermentation PH®RIA
16 hybrids. It is the first report of the presemdfethese species in the
spontaneous fermentation of cocoa in Brazil.
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Identification based on BLAST comparisotGienBank, of the bands
obtained by PCR-DGGE using universal primers

Bands' Acess number Similarity (%) Eukaryotes

1,3 EU 441886.1 99 Hanseniaspora uvarum

2,5, 7 EUA441887.1 100 Saccharomyces cerevisiae

4 EU 250050.1 99 Rhodotorula mucilaginosa

6 EF 550190.1 98 Hanseniaspora guilliermondii

8 EU 239379.1 100 Yarrowia lipolytica

9,10 JQ228377.1 97 Theobroma cacéo L.

11 EU 293421.1 98 Pichia kluyveri

12 JOQ 419961.1 99 Pichia kudriavzevii

13,14 EU 441898.1 97 Issatchenkia terricola

15 HQ 876769.1 100 Aspergillus heteromorphus
Prokaryotes

1,2 HQ 293047.2 97 Lactobacillus fermentum

3 CP 002047.1 99 Streptomyces bingchenggensis

4,5 JQ 301797.1 100 Lactobacillus casei

6 JQ 455591.1 98 Uncultured bacterium

7 HM 058571.1 99 Leuconostoc lactis

8 -- -- unidentified

9,10 HE661292.1 98 Lactobacillus rhamnosus

11 FJ 483515.1 97 Gluconobacter liquefaciens

12 AP 011170.1 99 Acetobacter pasteurianus

13 AY 176766 98 Bacillus sp

®Bands are numbered as indicated on the DGGE gel.

The bacterial DGGE profile indicated that LAB wepeesent

throughout the fermentation of all hybridsactobacillus fermentum
(bands 1 and 2},. casei(bands 4 and 5) and rhamnosugbands 9 and

10) were found throughout the fermentation peribde PH 9 cocoa

hybrid contained a greater diversity of bacteria2dt and 48 h of

fermentation (Fig. 4A).Leuconostoc lactis(band 7), Acetobacter
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pasteurianus(band 12),Gluconobacter liqguefacienfhand 11) and one
bacteria of the genuBacillus (band 13) were detected only during the
fermentation of PH 9 hybrid. Regarding the prokéeyDGGE profile
(Fig. 4B and C), no significant differences wereedted during the
fermentation of PH 15 and PH 16 hybrids.

3.4. Physico-chemical analysis

The environmental temperature ranged from 18.86t8 during
the fermentation of each hybrid, but the initiainfeeratures inside the
cocoa fermentation boxes were different. The PHhliiid fermentation
temperature ranged from 24.3 °C at 24 h to a maxirafi47.4 °C at 144
h. The temperature of the PH 15 cocoa ranged fldnt® 49.6 °C at 132
h; hybrid PH 9 reached its maximum temperature3(8€.) at 132 h of
fermentation. . The temperatures at the end ofdatation (144 h) for the
PH 9 and PH 15 hybrids were 44 °C and 45.1 °C,e@sgely. The pH
were measured at the beginning and end of the featien studied for
each hybrid, and hybrid PH 16 pH ranged 4 to 4tbé,hybrid PH 15
ranged from 4.03 to 4.79 and the hybrid PH 9 rarfged 3.84 to 4.3.

3.4.1. Sugars and fermentation products

The consumption of sugars and citric acid, andftinmation of
metabolites during fermentation of the three hybiere assessed in Fig.
5. The concentrations of the sugars were consumgidly during the
first hours (0-72 h) (Fig. 5). At the beginningtbé fermentation the PH 9
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hybrid contained 10.10 g glucose, 5.87 g sucro2e4lg fructose and
1.42 g citric acid per kg of pulp (Fig. 5A).

A 6 s B
<@
4 /7 \
] 5 /7 0\ 5
.. ’ v A
0 - ; = 4 \ 4 -
- * ) -4 / Y z
2s Wy S a 3 S
< ] P
S s 74 B A e
2 6 & 2 = * \ A 2
e e 2 5 N \ 2
~ / s ~ ‘
4 ‘ / K ~ x
- 4, ’ e B &1
’+ “ - Fao- X =D
»»»»»»»»» Pare SRR 2 < - i
B SO S SO 1~ ot b SRy, <23
0 24 43 7 2 20 44 o 24 48 7 96 0 49
Tieme (h) Time (h)
€ * ¢ D
: &
5. 5 gt 5
i & / D 4
. 114 > o 4 B
] “Peean / RN Pl
2 X » 4 > / . 3
s . A 3 “ / < S A 3%
] . X 2 / %’ .»‘ h g
6 0y 2 4 NAEN 2
T - & s % AR Y T ¥ 3
; Rt 1 5 4 > 2N\
24 ﬁ‘_ .'/__o ”.\):,“ s N F 1
o AT g ==
0 PRI Lot X o e -3,
0 e ¢ £ 3 = i 0 24 48 72 96 20 44
Time (h) Time (h)
E 10 18 F
s R E] rQ ’\\ 16
. \ /
16% : R ] 14
Y 1 B 7 ,I \ 7 ‘\ 32—
12 SN % 6 v 4
Y .? N -
g 10 R } 2 / " N 03
e =3 ! / L g B
I *x 2 4 / \ . < H
& N 3 A s RR .'is
6 - % / / Ao N\ _z‘—_._1-~ 5
4 - - - 2 / o \'\
2 X 147 —0——-0~ i 3= ag?
“%-- -- P e G e
L W, "R | gl e A
0 24 48 72 %6 120 144 0 24 a8 72 96 120 144
Tirme (b) Time (h)

Figure 5 Carbohydrates, acids and alcohols prodinctte pulp and inside the
beans during fermentation of cocoa three diffeteyirid PH 9 (A
and B), PH 15 (C and D) and PH 16 (E and F). Coofsglucose
(%), sucrosesa), fructose &) and citric acid #) in the pulp cocoa
(A, C and E), and course of ethane),(lactic acid ) and acetic acid
(A) in the pulp and inside the beans (open symbols).
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The PH 15 hybrid contained 13.41 g/kg glucose, 5g#dg
sucrose, 16.10 g/kg fructose and 1.81 g/Kg citaid &Fig. 5C). The PH
16 hybrid contained the largest initial concentmnasi of glucose (15.77
g/kg) and fructose (18.61 g/kg), sucrose and cédicd showed values of
5.74 glkg and 1.54 g/Kg , respectively (Fig. SEheTconsumption of
these compounds was similar during fermentatiottferthree hybrids.

The Figure 5 (B, D, and F) showed the maximum \affesome
compounds (such as ethanol and acetic acid) irpdtg and inside the
beans; the measurements were made at the samertiwith a range of
24 hours. Acetic acid peaked in the pulp (1.65 péad inside the beans
(4.54 g/kg) of the PH 9 hybrid at 96 hours of femtagion (Fig. 5B).
Similar peaks occurred in the PH 15 (120 h) and1BH144 h) (Fig. 5D
and F). The final concentration of acetic aciddesthe beans was 5.25
g/kg (PH 16), 2.80 g/kg (PH 15) and 2.33 g/kg (AHF¥g. 5B, D and F).
The lactic acid concentrations were similar in b#ans, the final
concentrations of lactic acid in the pulp and iesile beans. The PH 9
hybrid showed the highest concentration of lactid at the end of the
fermentation process (Fig. 5B, D and F). The ethamumcentration
peaked at the same time (72 h) in the pulp (3.%8)gand inside the
beans (5.40 g/kg) only in the PH 15 hybrid (Fig.)5Dhe ethanol in
cocoa beans reached a maximum concentration aaid measured 7.81
g/kg in PH 16, 5.81g/kg in PH 9 and 5.40 g/kg in PH 15. The final
concentration of ethanol inside the beans was @/&§ (PH 16), 0.48
g/kg (PH 15) and 0.19 g/kg (PH 9) (Fig. 5B, D and F
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The ethanol in cocoa beans reached a maximum civatien at
72 h and measured 7.81 g/kg in PH 16, 9&b in PH 9 and 5.40 g/kg in
PH 15. After 96 h, the ethanol concentration deswdain all
fermentations (Table 2). The final concentrationetfianol inside the
beans was 1.66 g/kg (PH 16), 0.48 g/kg (PH 15) @48 g/kg (PH 9).
Acetic acid was detected inside all beans aften 48fermentation (Table
2). Acetic acid increased in the beans of hybrid P&lthroughout
fermentation, reaching a maximum value of 5.25 glkd 44 h. Acetic
acid in the beans of PH 9 peaked at 4.54 g/kg &t 86d then decreased
until the end of fermentation. A similar result wasserved in hybrid PH
15, but the maximum (4.58 g/kg) was reached atH.20itric, succinic,
malic, and lactic acids were also determined thinoudy fermentation
(Table 2). Citric acid was present in the beansitil concentrations of
2.48 (PH 9), 3.53 (PH15) and 2.30 g/kg (PH 16). Thetic acid

concentrations were similar in all beans.

4. Discussion

This study is the first to assess the microbial yaons and
activities in different cocoa hybrids (PH 9, PHdrd PH 16). The PH 16
hybrid has larger fruit and more seeds than therdtlgbrids. Mandarino
and Gomes (2009) published a technical report ath@uproductivity of
cacao [. cacaol.) grown in monoclonal blocks in southern Bahia,
Brazil. In this report, 9 hybrids were evaluated tfeeir production of dry
beans per plant; clones PH 16 and PH 15 were i déind fifth best

producers, respectively. Schwan, Rose, & Board %1 9fscribed the
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features of Brazilian cocoa; the mature fruits davelirectly from the
stem of the tree and have pods with a thick outskland 30-40 seeds.

During fermentation of the hybrids, significanffdiences were
observed in microbial counts. Variations in micall@ounts and species
depend on the typelvariety of cocoa, country, fasmason, weather
conditions, pod ripeness, pod diseases, post-arpeds storage,
pulp/bean ratios, fermentation method and timegtbaize and frequency
of bean mixing or turning (or lack thereof) (Schwa®998). The PH 9
hybrid showed a defined microbial succession, andhairbored the
greatest diversity of microbial species, as deteechiby PCR-DGGE
(Fig. 3 and 4).

In the present study, fewer microbes were coumnteelach of the
three hybrids than in Comun cocoa hybrids cultidateBrazil (Schwan,
1998, Schwan and Wheals, 2004, Pereira, Magal#dewida, Coelho,
& Schwan, 2013). The presence of microorganismsngucocoa bean
fermentation reflects the environment (temperaty, and oxygen
concentration) and the substrates available (whkighend on the pulp
composition and harvest conditions); consequersilynificant amounts
of ethanol, lactic acid, and acetic acid can belpced.

The biodiversity, population dynamics, and chemicahtent
(sugars, alcohols and organic acids) of three mdiffe cocoa hybrids
cultivated in Brazil were evaluated during theiostaneous fermentation.
The PH 9 hybrid produced large fruits (Fig. 1) a@& end of the
fermentation the higher concentrations of sugalsc(@ge and fructose)
(data not show) and minor concentrations of acldsti¢ and acetic)
inside the beans (Fig. 5B), indicating that thi®y could produce good
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quality chocolate. A pleasant sensory impressionhafcolate flavor can
be described as flowery, green, roasted malt, cgramd nuts (Jinap,
Dimick, & Hollender, 1995). Highly acidic beans leadecreased flavor
precursors and result in overly acidified final guots (Camu et al.,
2008). The yeast and bacterial community profiléedeomented PH 9
were more complex than in the PH 15 and PH 16 Hgbri

PCR-DGGE fingerprinting showed that the most commeast
(S. cerevisiae (Fig. 3) and bacterialL( fermentum L. caseiand L.
rhamnosus (Fig. 4) were present during the fermentatioreath cocoa
hybrid. A global investigation of the microbial @msity in cocoa bean
fermentations would elucidate this complex procasd promote the
inclusion of starter cultures in fermentation meth¢Schwan, 1998).

This study reports for the first time the presence R.
mucilaginosa(detected in hybrids PH 9 and PH 1b)terricola (PH 9
and 16) andA. heteromorphugPH 9 and PH 16) in Brazilian cocoa
fermentations (Fig. 3). As previously reported (Ramanana, Guiraud,
Vincent, & Galzy, 1985; Schwan, Cooper, & Wheal991), yeasts
accelerate fermentation by degrading pectin in agmalp.S. cerevisiae
and H. uvarumwere the dominant yeast species during fermemtaifo
the PH 9, PH 15 and PH 16 hybrids (Fig. 3). Thsulteconfirms the
observations of Schwan and Wheals (2004) and Refdiguel, Ramos,
& Schwan (2012), who suggested tlsat cerevisiaeand Hanseniaspora
spp. could be used in cocoa fermentation to enhdnecaroma and flavor
of chocolateP. kudriavzeviiwas identified only in the PH 15 hybrid at
24, 48, 72, 96 and 144 h of fermentation. Theselteagreed with those

of Daniel et al. (2009), who studied yeast divgrsih heap cocoa
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fermentation in Ghandd. opuntiaegrew primarily during the early phase
of fermentation, buf. kudriavzeviiand S. cerevisiaehad no specific
temporal distribution

L. fermentumL. caseiand L. rhamnosusappeared in all three
cocoa hybridsLeuconostoc lactisvas identified only in the PH 9 hybrid
at 24 and 48 h (Fig. 4). The homo- and heterofetatime specied..
casei and L. fermentum,respectively, were the most prevalent LAB
species. These species corresponded with increamecentrations of
lactic acid, acetic acid and ethanbl.fermentumandA. pasteurianus -
identified during PH 9 and PH 15 fermentationse eommonly found
during the fermentation of cocoa beans in othemtiees (Ardhana and
Fleet, 2003; Nielsen et al, 2007)L. fermentum is strictly
heterofermentative. This species converts citric,alerments glucose,
oxidizes ethanol, and uses fructose as an altemna&tkternal electron
acceptor to convert it into mannitol, as can besed-igure 5A, B, C and
D with 72 h of fermentation there was a decreaggunose concentration
and citric acid and an increase in ethanol conatotr.

A. pasteurianus strains are desirable during cocoa bean
fermentation because they produce acetic acid frarhohydrates, citric
acid and ethanol (Schwan and Wheals, 200).pasteurianus G.
liquefaciensandBacillus sp. were found during PH 9 fermentation. These
species are present in cocoa fermented in Ghadanésia and Brazil
(Ardhana and Fleet, 2003; Schwan and Wheals, 20&sen et al.,
2007). A. pasteurianuswas identified in the PCR-DGGE profiles of
hybrids PH 9 and PH 15. The genisetobacteris composed of acetic

acid bacteria that oxidize acetic acid, yielding,GNielsen et al., 2007).
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This information was confirmed by chemical analyig. 5). The acetic
acid concentration first increased but eventuadigrdased by the end of
fermentation of the PH 9 and PH 15 hybrids (Fig.asi8 D).

Bacillus spp. were identified in the PH 9 samples (Fig. ®e
role of Bacillus in cocoa fermentation is not well understood. Ehes
microorganisms are commonly used in biotechnoldgicalustries
because they produce large quantities of extrdaelllenzymes
(Schallmey, Singh, & Ward, 2004), short-chainedeffatty acids and
flavorings such as pyrazines and 2,3-butanedioh@&o and Wheals,
2004).

Changes in the concentrations of sucrose, glucodefraictose
demonstrated that there were metabolic changeagithie fermentation
of all three hybrids (Fig. 5). In the first 48 heuof fermentation, the
sugars decreased, which favored the growth of yemstl LAB (Fig. 2
and Fig. 5), similar results were described in $poeous fermentation of
cocoa in Brazil, Ghana, Ecuador and others (Schwase, & Board,
1995; Ardhana and Fleet, 2003; Nielsen et al., 2@%palexandratou,
Vranckena, De Bruyneb, Vandammeb, & De Vuys, 20The sucrose
concentration was low at the beginning of the fertagon because the
pods were opened in the field before they weresparied to the
fermentation house. During this period, sucrose Wwgdrolyzed into
glucose and fructose (Fig. 5). The utilization ofars and the production
of ethanol in the cocoa pulp and cotyledons (F)gvére correlated with
yeast and LAB growth (Fig. 2). The ethanol was evaged, consumed
and/or converted into acetic acid, through theoactif AAB, noting Fig.

2 there is a relationship in the growth in thisugroof microorganisms
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with the fall the amount of ethanol in the pulp whoin Fig 5. These
findings agree with the classic descriptions ofséhéacteria in the
literature (Schwan and Wheals, 2004).

The organic acids detected during cocoa bean fdaatien were
lactic, acetic and citric acids. In this study, ttigic acid concentration
decreased and the concentrations of lactic anécaaetls increased in all
three hybrid fermentations.. fermentumL. casej L. rhamnosusLeuc.
lactis, P. kluyveriandP. kudriavzeviiwere present in all fermentations.
According to Thompson, Miller, & Lopez (2001), specin the genera
Leuconostoc Enterococcus Lactobacillus and Pichia metabolize citric
acid into acetic acid, carbon dioxide and lacticlac

AAB, in particularA. pasteurianusare able to grow on ethanol,
mannitol and lactate, and they convert ethanol itetic acid. This
oxidation process is responsible for the tempeeaincrease inside the
fermenting cocoa mass (Schwan and Wheals, 2004hidnstudy, there
was an increase in the AAB population (Fig. 2)eardase in the ethanol
concentration and an increase in the acetic acmterdration (Fig. 5),
which together increased both the cocoa mass tatyper and the
penetration of ethanol into the beans of all therits. Furthermore, the
acetic acid concentration inside the beans wassased. Brito et al.
(2000) reported that part of the acetic acid evaijgsrand the remainder
penetrates into the bean cotyledons. The acetit; attianol and heat Kkill
the cocoa seed embryo, change the subcellulartgteuof the bean and
eventually develop the flavor precursors.

The total amount of alcohols and organic acidsepreat the end
of fermentation differed between the hybrids. Ethamactic acid and
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acetic acid were present in lower concentrationghem PH 9 hybrid
fermentation. These compounds could interfere wghchocolate aroma,
which may also vary with the microbial populationdathe amount of
sugar available in the cocoa pulp (Camu et al.,720Buture studies of
fermented cocoa hybrids should define the standBmdgroduction of

high quality chocolates.

5. Conclusions

The efficiency of the integrated management, esfigcithe
genetic breeding for the control witches' broomnidisputable, because
production data indicate that productivity Brazilieocoa is recovering. A
better understanding of the microbial communitieqnd a the
physicochemical changes during the spontaneousefgation of cocoa
hybrids is a prerequisite for developing managenpeatedures and for
the production of high quality cocoa. Future stadwth more cocoa
hybrids should investigate the impact of cocoa direge and define the

standards for producing high quality chocolate ftoybrid cocoa plants.
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CONSIDERACOES FINAIS

O melhoramento genético do cacaueiro em busca deergo da
produtividade e resisténcia a doencas influencijunaas caracteristicas do
cacau, como tamanho, cor, quantidade e peso damtenquantidade de polpa,
sabor, composicdo quimica. Com os resultados abtiste trabalho foi
observado que estas alteracbes nos clones afetarab&ém o desempenho
fermentativo, alterando a microbiota presente e seguentemente o0s
metabdlitos produzidos durante o processo de feanao.

Os clones avaliados (PH 9, PH 15 e PH 16), forabmstidos aos
mesmos protocolos de fermentacdo, sendo PH 9 mhiue apresentou uma
sucessao microbiana melhor definida e com valoeesathtagem maiores em
relacdo aos outros dois clones. O perfis de PCRIPE&&arioto e procarioto do
clone PH 9 apresentou maior diversidade microbiana

A eficiéncia do manejo integrado, especialmente elhoramento
genético, para o controle da vassoura-de-bruxaaniastavel, pois dados sobre
producao indicam que a produtividade brasileird sstrecuperando.

Estudos futuros com novas variedades de cacau,cbam pesquisas
sobre o processo fermentativo, devem ser condyzdfis de se alcancar uma
melhor compreensdo sobre esse processo. Espeua-sgngclone com elevada
producao, apresente melhores respostas sobre espoofermentativo e analise
sensorial, podendo ser considerado um clone pash&oa producdo do bom

chocolate.



