


REVISTA THEOBROMA 

Publicação trimestral do Centro de Pesquisas rio Cacau (CEPEC) da COlllis,ilo 
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CI::PI.AC). \'in('lIlada ao .\Iilliótt' rio d,. 
Agricultura, Brasil. 

Comissão Editorial : I)aulo de Tar:;o AL V 11'v1 , ('h.I> .. Diretor Cit' lItífil 'o ria 
CEPLAC; Fcrnando VEL.1.0, !\1.S., Dire tor Té'cnico da CEPI.A C; 1.11;" F.'rrcira 
da SIL. V A, Eng . . Agr!> , Diretor do CEPI::C; José Correia de SA LES, Eng. ·'\grP. 
Editor. 

Assessores científicos que participaram da revisão dos trabalhos contidos no 
presente número : João Manuel ABRE , M.S.; Forbes Peter BENTON, Ph.D.; 
Paulo Romeu Fontes BERBERT, Eng .. Agr~; Joseph !TURBE, Bioquímico; 
Sebastian Alex LOPEZ, Ph.D. ; e1son MARAV ALHAS, Dr. ; Dunalvo dos 
SANTOS, Ph.D .; Osvaldo Manuel SANTOS, M.S.; Maria Neide SILVA, Biblio· 
tecária; Pedrito SlL V A, Eng.·Agr~ , 

Oistribuição por permuta 

Endereço para correspondência (address for correspondence) : I li\' i",; o .I.' ( :')111 11 ' 

ni \' ação da CEPI.AC (l>jUJ\l); Caixa Postal 7; -l:;.c,on . Ital,u lla . Bahia, Ilra , il. 

Tira{!~ III : ·tOOO "HIII"I,,,", 

Revista Th.,,, IIfC)llIa , \'. I . nP I 

IIh ~II:-. . ( : o rlli ;o,~ã() Ex et: lltiva do Plano 
ria 1.", Clllra (:,, ('a ll. 'ir3 , (') 7 1 -
v. 22.5 Cln 

11);'1 

1. C ;}I..'JU P\.' Tlo d u.'o"l. I. Cú m"...ão I :\I,.'dill\ .J Jo PI.J !lI) J .t 
I ;!\'OlHa (':.!(JU I,.' lfJ . l'O 

o 



V.8 

ISS. 0370- 7962 

REVISTA THEOBROMA 

.I"lho - :'dembro 1978 

CONTEÚDO 

1. I"fluência .I .' I'"h r rização to tal e sele tiva sobre a di,tril",i.:.,,, 
d~ formiga , " 11' IlIlIa faz"nda de cacau no Oc,;tc .·\Cri .. "' ... . 

N. 3 

J .D. Majer. 87 

2. Efeito de "m alltitrallspintntc (MOBILEA F) sobr(' a tran"pira· 
ção de Illllda, do cacaueiro (Theobroma cacao L..). J.M .P. Li· 
ma Filho e R. Alvim. 95 

3. Tempcratura " 1'11 ,')tiI1l O, rle invertase das semente.,; do Theo· 
brama cacao 1.. A.S. Lopez, D.W. Lehrian c L.V. Lehrian. ~05 

NOTA 

Lilllita,'iir, .10 li:''' do mt' todo colorimétrieo para determina,·"" 
da intcn"i,lad.' d., ("()ntalllinação de fumaça em alllêIHlo .. , d,' 
caéau. P.R.F. Berbert r J .M. Borges. 113 



V. 8 

REVISTA THEOBROMA 

J uty - September 1978 10.3 

CONTENTS 

1. The influence of blanket and selective spraying on ant distri-
bution in a West African cocoa farm. J.D. Majer. 87 

2. Effect of an antitranspirant (MOBlLEAF) on the transpiration 
of cacao (Theobroma cacao L.) seedlings. J.M.P. Lima Filho 
and R. Alvim. 95 

3. Optimum temperaturc and pH of invcrtasc of the sceds oI 
Theobroma cacao L. A.S. Lopez, D.W. Lebrian and L.V. 
Lehrian. 105 

NOTE 
Limitations 011 thc use of thc colorimetric method for deter­
mining smoke contamination in cacao beans. P.R.F. Berbert 
and J.M. Borges. L1 3 



THE INFLUENCE OF BLANKET 
ANO SELECTIVE SPRAYING ON ANT OISTRIBUTION 

IN A WEST AFRICAN COCOA FARM 

J. D. Majer' 

ABSTRACT 

Obscrvalions on lhe effeel of inseclicidcs on lhe beneficiaI anIs, Oecophy/lo 
longínoda (F.) and MacromisciJoides ocutealUs (Mayr), and lhe lcss desirable 
OefTUltogaster spp. are reviewed . A field Irial was conducled to invesligate the 
effect of blankel spraying trecs with Baygon/Gammalin formulation and of selec­
tive spraying of a11 trees exccpt for Ihose with O. IOllgínoda nesls. 

By upsetting lhe compelilive balance, blankel spraying encourages OefTUlto­
gaster ai lhe expense of reduccd O. longílloda and M. acuteatus distribution and 
abundance. Selective spraying depresses the o. longínodll populalion less and 
leads to localized replacement of Crematogoster by lhe more beneficiaI anis. 

Anli-capsid spraying of a11 trees. apart from those supporting O. longílloda, is 
suggesled as pari of an integral"d control schemc for COcoa. 

INTRODUCTION 

. The benefits of lhe anl Oecoplty/la 
longinoda (F.) to the ",e1fare \lf \\ e, t 
Afriea n cocoa have been poilllt·" oul 
by a number of workers a. rc ·.,iewed 
by Leston (6). Addilional ill\·e' liga· 
tion by Aryeetey (1) rcn·,,"·d Ihal 
another ant, Macromischoides aculea­
tus (Mayr) wa also of value. Cremaro-

gasrer, lhe olher main anl genus preso 
enl, has been inditcd in the spread of 
"ocoa wollen shoot virus di case (1 1) 
and in blaekpod , Phytophthora palmi­
I'ora (Bu lI.) BulI. epidcllIiology (3). 

In \·iew 01' lhe value of cerlai" ant 
,;prcics it is important lO know ",hal 
effecI anti-cap id spraying has 011 Iheir 
abu ndance and di tribulion. Gera rrl (-I) 
found thal carbaryl and fenilrolhiol1 

Rcccivcd for publication June 7. 197 7 and in revised form January 2, 1979 . 

• Dcpartment of Zoology, Univcr,ity 'of Gltana, Legon, Chana. Present address: Depanmcnt 
of Biology, \Vestern Australian I nstitule or Technology, Bentlcy, \Veslern Australia, 6 102. 
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destroyed colonies oí O. longirwda 
and M. aculeatus and Marchant (10) 
fouod that repeated high doses oí 
Arprocarb (Baygco) could dcpress 
O. longinoda by 75% during a seasoo 
whiJe having no ceceet on CreTTlllto­
gaster africana Mayr. Collingwood (2), 
on the other hand, íound that only 
gamma BI-IC (Gammalin) had a signifi­
cant1y dcpressing cffect on O. longi­
nada. 

Using a diIferent approach, Leston 
(5) seored the percentage oí trees with 
O. lotlginoda nests in randomly se­
lected farms in diIíerent regions of 
Ghana. He íound low oeeurrenees of 
this anl in areas which had a history of 
heavy spraying but up to 50% oeeupa­
tion of trees in high yielding areas 
wherc little spraying had been under­
taken. It remains uneertain whether 
spraying eaused the observed ant 
distributions. 

In view of Ihese uneertain 6ndings, 
a field trial was performed to investi­
gate the effeets of thc Ghana Govern­
ment's 1972 mass spraying scheme on 
thc ant fauna. A1so, since Leston (5) 
and Majer (8) have suggested inte­
grated control schemes in whieh trees 
supporting O. longinada are omitted 
from anti-eapsid spraying. blankel and 
selective spraying regimes were com­
pared. 

METHOD 

Thc trial was performed at the Agri­
cultural Research Station oí the Univer-

Rev. Theobrotnll (Bram) 8 :87 - 93. 1978. 

sity of Ghana ai Kadc (00 55' W, 60 

09 ' N). Three plots werc selcctcd for 
their simiJarity of tree spacing, canopy 
dcnsity, topshade, tree age and variety, 
and similar ratios of O. longinoda, M. 
aculeatus and CreTTllllOgaster (A to­
pogyne) speeies tree oecupancy . The 
plots measured 63 x 30 rn (20 x 10 
trcc rows) and were surrounded on 
ali sidcs by two rows of trces which 
were subjected lo the same treatrnent 
to avoid edge effeets. The cocoa was 
Amelonado variety planted in 1959 -
1960 under moderate topshadc on a 
iI x 3 m spacing system. 

Plots 1 (blankct sprayed) and 2 
(selectively sprayed) contained colonies 
or. c. depressa (Latr.) while Plot 3 
(unsprayed control) contained C. cla­
riventris (Mayr). lt was nol possible 
to select plots with the same CreTTlllIO­

.gaster species. 

The trees in each plot were scored 
for presence or absence of O. longi­
nada a!1d CreTTllltogaster foragers and 
numbcr of O. longinoda and M. aculea­
tus leaf nests. 

The initial survey was pcrformed 
betwecn 15th and 20th Mareh 1972. 
Ali Plot 2 trees supporting eolonies oí 
O. longilloda were marked by tying a 
paim frond around the trunk . 

Selective anti-eapsid sprayings werc 
earried out as suggested by Leston (5) 
and Majer (8) ; that is omitting those 
trees wilh O. longinoda nests. 

Spraying of Plots 1 and 2 was 
performed 6n 22nd March using two 
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Solo knapsack rnOlorised rnistblowers 
to applya fonnulation of 30 rnl Baygon 
and 60 ml Garnrnalin in 50 1 water/ ha. 
This forrnulation was uscd in the Gov­
emmenl rnass spraying scherne aI· 
though it has since been abandoned. 
The treatrncnt was completed betwecn 
0930-1030 hours. 

Each plot ' was resurveyed aI ap' 
proxirnately 15, 50 and 100 days afler 
spraying in order to monitor changes 
in ant distribution and abundance. 
Only leaf nests found to contain ant 
were recordcd duríng lhe nest counts. 

RESULTS 

The trees foraged by O. longinoela, 
nested by O. longinoela, by M. aculea­
tus and foraged by Crematogaster spe­
cies are hown in Figure 1 and are 
expressed as percenlages of pre·spray 
date values. 

There was an immcdiale and large 
drop in O. longil/oda foraged and 
nested trees in lhe blankct sprayed 
plo t. 1'his drop continued for about 
50 days after which there was a cerlain 
arnount of recovery. Similar lrends 
\Vere observed in the sclec tivcly sprayed 
plot although the initial reductions 
were not as great. 

The reduetion of Irees nested hy M. 
aculeatus was grealer than the cor­
responding value for O. lOl/ginoda ai· 
lhough nurnbcrs slartcd returning to 
pre·spray leveis wilhin 15 days of 
spraying. A similar effect was observed 

in the blanket and selectively sprayecl 
plots. 

The number of C. depressa foragcu 
lrees increased in lhe blankel spraycu 
plot as the anl spread on lo trces ",h ore 
M. aculeatus had been clirninalCcJ !'y 
the insecticide. The lrencJ reversecl as 
M. aculeatus recovered after sl'raying. 
Similar reductions were noted in the 
scIectivcly spraycd plot allhough in 
contrast to events in lhe blankcl 
spraycd plot, the number of treco 
foraged continued lo drop during lhe 
entire observation período 

lt hould be noted Ihal lhe an l 
clistribution and abundance dropped 
slightIy in the control plot during 
the coursc of the obsen'alion period. 
This was probably a scasonal effecl. 

DISCUSSION 

The results should he viewed in the 
terrns of an ant mosaic in which the 
blocks, or ant territoríes are partially 
maintained by interspec ific compe· 
tition (9). Redllctinn in competiti\'e 
ahility by fa ctors sue h as spraying 
could lead to lhe pread of adjaccnt 
species into t.he weakened ants lcrri· 
tory. 

Both spraying regimes wnuld tend 
to act selectively against species oI" 
ants nesting in the lower regions o I" 
t.he cocos fores l since thcre is a 

limit to the spray heighl of lhe misl· 
blowers. The obsen'cd changes foi· 
lowing blanket spraying lie in wilh 

ReI'. Theobrollll1 (Brasil) 8:87· 93. /9 78. 
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Ih i,; factor. O. /onginada and M. 
aeu/eafUs. which both nesl in lhe cocoa 
canopy, were reduced in bolh dislri· 
bulioll and abundancc. C. depressa. 
which lends to ne.l high u!, Oll shadc 
trces (7) was le affcc ted by lhe pray 
and gaincd territory previou, ly OCo 

eupied by the two fo rmer ópecies. 

'fhe o bserved reduelioll of O. tangi· 

nada in lhe sclectively sprayed 1'101 
probably resulted from spra)' drifling 
into its territory. levertheleô., lhis 
spray regimc seemed to be les delri· 
ment.al to O. /onginoda and ma)' havc 
altered t.h e competilive balance o lhaI 
C. depressa was locally replaeed by O. 

/onginoda and M. aculeatus. 'fhcse 
ehanges re ult ed fro m a single spray 
application. Repcaled sprayings would 
probably enhance ; uch effccls anti 
might aecount for lhe low occurrence 
of O. longinoda which Leslon (5) 
observed in heavily sprayed cocoa 
growing area . 

'fhe long term reduelion of C. de· 
pressa following a seleetive inseeticide 
applicalion suggests Ihal Leslon 's (6) 
and :vIajer '5 (8) inlegraled control 
scheme , whieh ineorporate this I)' !," 
of (realment , woultl be a feasibl~ 

ITI clhod of encouraging beneficiai anL­
lo replaee the less u cful Crema/o· 
gaster speeies. 
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RESUMO 

INFLUI:NCIA DE PULVERIZAÇÃO TOTAL E SELETIVA 
SOBRE A DISTRIBUiÇÃO DE FORMIGAS 

EM UMA FAZENDA DE CACAU NO OESTE AFRICANO 

Um ensaio de campo foi realizado com a finalidade de avaliar o efeito de in­
se ticidas sobre as formigas benéficas Oecophy/a longinoda (F.), Macromischoides 
aculeatus (Mayr) , e a menos desejável Crematogaster spp. As pulverizações das 
parcelas foram executadas com formulação de Baygon/Gammalin. Uma das par­
celas foi lotalmente pulvcri7.ada , a outra recebeu um tratamento seletivo em quc 
todas as árvores foram pulverizadas ex ceto aquelas com o. longinoda. e a terceira 
não foi pulverizada. 

Ao alterar O balanço competitivo, a pulverização total favorece Crematogaster 
pela redução na distribuição e abundância de o. longinoda eM. aculeatus. A rc-

Rev. Theobro;1U1 (Brasil) 8:87- 93. /9 78. 
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dução na população de O. longinoda é menor quando é utilizada a pulverização 
seletiva, promovendo consequentemente a substituição localizada de Cremato­
gaster por formigas mais henéfica . 

A pulverização de todas as árvores para combater os capsídeos, exceto daque­
las que abrigam O. IOrlginoda, é sugerida como parte de um esquema de controle 
integrado para cacau . 

Rev. Theobroma (Brasil) 8:87 - 93. 1978. 



EFEITO DE UM ANTITRANSPIRANTE (MOBILEAF) 

SOBRE A TRANSPIRAÇAO DE MUDAS DO CACAUEIRO 

(Theobroma cacao LJ 

José Moacir Pinheiro LiTniJ Filho · 

Ronald Alvim·· 

ABSTRACT 

Effect of an Antitranspirant (Mobileaf) on the Transpiration 
of Cacao (Theobroma cacao L.) Seedlings 

A greenhouse study was conducted in the arca of Centro de Pesquisas do 
Cacau, lIabuna, Bahia, from June to July, 1976, in order to estimate the effi­
ciency of an antitranspirant (MOBILEAF) on the control of transpiration of 
young cacao plants (Theobroma cacao L.). Five concentrations WCrc applied on 
leaves of approximately 6 months old cacao plants. This age was chosen because 
it has been recommended as a suitable one for transplanting seedtings. 11 was 
found that concentrations of 10% and 20% reduced lhe rate or transpiration in 
32.0% and 45.9%, respectively, although symptoms or toxicity \Vere observed 
on leaves ofthe seedlings treated with the higher conccntration. 

INTRODUÇÃO 

Os efeitos adversos de períodos de 
desequilíbrio hídrico são particular­
mente sérios por ocasião do transplan. 
te 'de mudas, nas espécies em que esta 
prática é recomendada. 

A possibilidade de se reduzir tem­
porariamente a transpiração das plân­
tulas - com vários objetivos ou espec i­
ficamente a fim de que o seu si tema 
radicular tenha, apó o transplante, 
condições mais propícia de e adaptar 
ao novo ambiente e assim compensar 

Recebido para publicação em 25 de julho, 1978, e em forma revisada em 5 de março, 1979 . 

• Estudante de pós-graduação, Convênio CEPLAC/UFBA 

•• Ph.D .. Cenuo de Pesquisas do Cacau, Caixa Postal 7, 45.600, ltabuna, Bahia, Brasil. 
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adequadamente as perdas transpirató­
rias da folhagem - tem motivado mui­
tos investigadores_ Alguns têm realiza­
do estudos básicos sobre os efeitos de 
inibidores metabólicos do mecanismo 
estomático como O acetato de Cenil 
mercúrio e ácido abscísico (3, 9 , 10, 
11 , 16, 17, 18, 19, 20)_ Outros têm 
avaliado a eficiência de substâncias ca­
pazes de formar películas sobre as fo­
lhas que diminuem as transpirações 
cuticular e estomática, seja por refl e­
xão da energia radiante incidente (2, 5, 
7 , 15) ou simplesmente pela imper­
meabilização da folhagem e conse­
qüente proteção contra outros agentes 
ex ternos que promovem a perda de 
água para a atmosfera (8, 11)_ Redu­
ções da taxa de transpiração da ordem 
de 40 a 50% têm sido encontradas 
(8, 12, 14)_ 

Poucos resultados têm sido obtidos 
para o cacaueiro (Theobroma cacao 
L), planta reconhccidamente sensível 
à desidratação (1) e que é normalmen­
te transplantada após 4 a 6 meses de 
enviveiramento_ 

Alvim et ai. (2) , estudando o efeito 
do emprego de tinta branca refletora 
sobre a folhogcm de plântulas, em con­
dições de casa de vege tação, demons­
traram uma redução da taxa transpi­
ratória da ordem de 12,6%. quando 
a face ventral , não estomática, das 
folhas, era pintada . Neste trabalho 
foi ainda observada uma queda de tem­
peratura na face cstomática das plantas 
tratadas, em relação à testemunha. 

Rev. Theobroma (Brasil) 8 ,' 95 - 103. 1978 

O antitranspirante"SPRUCE SEAL" 
foi testado em plãn lulas de cacau por 
Olofinboba e Fawole (12), que con­
c1uiram ser a concentração de 0 ,5% 
a maU; adequada. Reduções da taxa 
transpiratória da ordem de 38% 
foram obtidas nestas condições. 

O presente trabalho teve por obje­
tivo investigar o efeito do antitranspi­
rante "MOBILEAF"· sobre a abertura 
estomática e a transpiração de plân­
tulas de cacau, procurando-se escolher 
a concentração mais conveniente no 
sentido de diminuir :l taxa de mortali­
dade de mudas por ocasião do trans­
plante sob condições adversas_ 

MA TERIAlS E MtrOOOS 

O ensaio foi realizado no Centro de 
Pesquisas do Cacau , Itabuna, Bahia, 
sob condições de casa de vegetação, no 
período de junho a julho de 1976. 

Utilizaram-se 120 plântulas de lima 
mistura de híbrido de cacau ( Theo­
broma cac::o 1.), originária de cruza­
mentos entre tipos Al to Amazônico, 
Amelonado e Trinitário, com aproxi­
madamente 6 meses de idade (idade 
recomendada como mais propícia 
ao transplante), cultivadas em sacos 
de polietileno com capacidade para 3 
quilo de terriço. Essas mudas (oram 
irrigadas prev iamente durante 5 dias, 
nos períodos da manhã e da tarde, 
e divididas em seis grupos de 20 
plântulas. 

• Fabricado pela "Mobil Oil" do Brasil. 
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As plantas de cinco desses grupos 
tiveram sua parte aérea tralada por 
imersão, durante 30 segundos, em so· 
luções aquosas do antitranspirante, 
nas concentrações de 1%, 2%, 5%, 
10% e 20%. A I-'artc aérea das plan. 
tas do sex to gmpo foi imersa cm água. 
Foram então estudados os seguintes 
parâmetros fisiológicos: 

1. Abertura relativa dos estômatos. 
Estimada através de um porômetro 
ventilado de resistência difusiva, mode· 
lo VP- l , fabricado por "Cayuga 
Development" (lthaca, Ncw Y ork , 
USA), utilizando·se folh as da mesma 
idade, tornadas ao acaso nos diferen tes 
tratamentos. 

Preliminarmente foram efetuadas 
medições horárias, com a finalidade 
de se determinar o período de máxima 
abertura estomática. Esta foi encon· 
trada entre as 9 e 10 horas, horário em 
que as leituras passaram a ser tomadas, 
em dias alternados, até o décimo dia. 

Para se avaliar o tempo de ação do 
antitranspirante, efetuaram·se ainda 
mensurações da resistência e tomática 
30 dias após o início dos trabalhos. 

2. Transpiração relativa. Estimada 
através de método gravimétrico. Fo· 
ram usadas cinco plantas para cada 
tratamento, envolvendo·se previamen. 
te o seu sistema radicular em sacos 
de polietileno, com as ex tremidades 
firmemente amarradas à base do caule, 
para evitar perda de água por e\'apora· 
ção na superfície do solo. 

Determinou·se o pc o inicial de fa· 

da planta. Em seguida, a intervalos de 
48 horas, durante dez dia. as plantas 
foram pc adas, adicionando·se aos 
vasos, a cada 2 dias, a quantidade de 
água transpirada no período. 

Ao final deste ensaio as mudas 
foram desfolhadas, aferindo·se, pa· 
ra o cálculo das taxas de tran_pi· 
ração, a área foliar total de cada tra· 
tamento, com o aux ílio de um apare· 
lho "Automatic Area Meter", mo­
delo AA!\'I ·-5, fabri cado por " l-l aya,;hi 

'Denko Co. Ltd " , Japão. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As Figuras I e 2 mostram as varia· 
ções da resistência estorná tica e da 
transpiração, no período de 10 dias 
após a aplicação das diversas concen· 
trações de MOBILEi\F. Observa·se 
que todas elas exerceram influência 
sobre esses dois parâmetros. 

As resistências mais altas foram 
obser\'adas nas concentrações de 20% 
e 10% (Figura 3), correspondendo às 
maiores reduções na transpiração (Fi· 
gura 4). Analisando·se a Figura 5, veri· 
fi ca·se que essas coneentraçõe re,lu­
ziram a transpiração em 45,9% e 
32,~%, respectivamente. Este fato 
demonstra a eficiência do antitrans· 
pirante MOBILEAF para plântula~ 

de cacau cultivadas em casa de vege· 
tação. A sua eficácia, entretan to. 
torna·se menor à medida que dimi· 
nuem as concentrações. Obser\·a·$e, 
assim , que as resistências mínimas 
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Figura I - Resistência estomática observada em cacaueiros sob influencia da aplicação 
de várias concentrações de MOBILEAF. durante os 10 primeiros dias posteriores ao início 
dos trabalhos. 
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Figura 2 - Transpiração relativa observada em cacaueiros sob influência da aplicação 
de vár.ias ooncenll:a.f;ÕCS-rlc..M.O.llILf.Af! •. durante o~ 10 primeiros dias..após o início dos 
trabalhos. 
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Figura 3 - Valores médios de resistência estornát ica . obtidos em função da concentração 
de MOBILEAF. As barras verticais sobre as colunas indicam os desvios das médias. 
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Figura 5 - Efeito de várias concentrações do MOBILEAF na redução da transpiração 
de cacaueiros. 

corresponderam às concentrações de 
1 %, 2% e 5%, quase igualando-se aos 
valores obtidos nas mudas não tra­
tadas (Figura 3). 

Infelizmente não se têm notícias do 
modo de ação nem das caractcrísticas 
físico-químicas do produto. Parece, 
entretanto , que seu efeito sobre o 
controle da transpiração se deve mais 
a ações mecânicas que metabólicas. 

Sabe-se que os antitranspirantes 
que agem metabolicamente sobre 
o mecanismo estomático têm um 
período de ação bastante reduzi­
do (5). Observa-se, na Figura 6, que o 
MOBILEAF ainda exercia influência 
obre a resistência estomátiea, trinta 

dias após o início dos trabalho. isso 
leva a crer que esse antitranspirante 
age mecanicamente, bloqueando os es-
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tômatos pela formação de film cs sobre 
a superfície foliar ou penetrando nas 
folhas através do poro estomático. 

Os principais problemas envolvendo 
o uso de tais produtos residem na difi­
culdade de se encon trarem su bstâncias 
que tenham permeabilidade seletiva 
aos gases (13). A não selctividade dos 
antitranspirantes conhecidos e o uso 
de concentrações elevadas têm sido 
freqüentemente associados ao apareci­
mento de intomas de toxidez (4). 
No presente trabalh '), observaram- e 
manchas amareladas nas folhas apenas 
nas mudas tratadas com a emulsão de 
MOBlLEAF a 20%. Lee e Kozlowsky 
(6) observaram sintomas semelhantes 
em quatro espécies de plantas lenho· 
sas, após a aplicação de um anti tran -
pirante à base de silicone, em concen­
trações elevadas. 
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Figma 6 - Resistência estomática observada 30 dias após a aplicação de várias concentra­
ções de MOBILEAF. As barras verticais sobre as colunas indicam os desvios das médias. 

Devido à falta de infonnações sobre 
a formulação do MOI3JLEAF, toma-se 
difícil concluir sobre os danos cau­
sados às folhas nas mudas tratadas 
pela concentração de 20%. Pare­
ce provável , entretanto, que tais 
danos provenham da ação de algu­
ma substância fitotóxica de sua com­
posição. 

Os dados obtidos demonstram a 
viabiJidade da utilização do produto 

testado a rim de se reduzir a mortali­
dade de mudas por ocasião do Irans­
plante, prinCipalmente quando esta 
prática for realizada em épocas menos 
propícias. Sugerem ainda a possibilida­
de do seu emprego para o transplante 
de mudas com raízes lavadas, prática 
que poderia reduzir os gastos com 
vasos no enviveiramen to , pela utiliza­
ção de canteiros, c facilitar o transpor­
te das mudas do viveiro para o local 
de plantio definitivo. 
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RESUMO 

Um estudo foi realizado na área do Centro de Pesquisas do Cacau , !tabuna, 
Bahia, no período de junho a julho de 1976, sob condições de casa de vegetação, 
com a finalidade de avaliar a efi cácia de um antitranspirante (MOBlLEAF) sobre 
o controle da tran piração de plântula5 do cacaueiro (Theobroma cacao L.). 
Foram apliradas cinco concentrações às folhas de mudas de aproximadamente 
6 me es de idadp, {Iue é recomendada como a mais adequada ao transplante. 

Verificou-se que as concentrações de LO% e 20% reduziram a transpiração 
em 32,0% c 4;',9%, respectivamente, embora se observassem sintomas de to· 
xidcz nas folhas das mudas tratadas pela concentração mais alta (20%). 
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OPTIMUM TEMPERATURE ANO pH OF INVERTASE 

OF THE SEEOS OF Theobroma cacao L. 

A/ex S. Lopez' 
Douglas W. Lehriall·· 
Linda V. Lehriall"· 

ABSTRACf 

The location of invertase in the cacao seed was confirmed and it s pH and 
temperature optima determined . 

Acetone powders prepared from the pulp, pulp wilh leSla and lhe colyledom 
of cacao seeds were tesled for enzyme activity by assessing their abililY lO invert 
suCrose. The reducing sugars formed after incubalion of lhe powders wilh suerose 
were determined by T .L.C., G.L.C. and by spectrophotomelry. 

Only preparations which included the testa were found to be aClive. Maximum 
inversion occurred at pH 4 and5 .25,at 52°C and 37°C respectivcly. This suggest 
the presence of more than One enzyme. 

Solutions of ·alcohol and acctic acid below 7.5% and 2% respectivcly, did nOI 
inhibil enzyme activity. 
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INTRODucnON 

The study of invertase of the cacao 
bean is of great importance as its 
activily during fermentation furnishes 
lhe reducing sugars which, together 
with lhe proteins and peptides are the 
precursors for the Strecker type 
reactions lhat are responsible for 
the flavour of chocolate. Therefore 
any changes in the methods to im­
prove fcnnentation should take into 
account lhe effecl on invertase activity. 

The fjrst studies of the enzymes of 
cacao were those of Brill and of 
Ciferri cited by Knapp (5). Both 
found invertase as well as other 
enzymes in cacao seeds, however, their 
results are 10 disagreement with 
respects to the location of the enzyrne 
and the effeets of fermentation. Thus, 
Brill reported invertase to be present 
in fresh pulp juice and in eo tyledons 
of four·day {ennented beans but did 
not find il in cotyledons of unfer­
menled fresh beans. Cifem on the 
other hand, found it in pulp and coty­
ledons of partially Cennented beans 
(5). either author described lhe 
oplimum pH and lemperalure for 
the enzyme. RoeloCson (7) suggests 
that differences in the results are due 
to discrepaneies in methods. 

Although the occurrence of in­
verta e has not been confirmed, its 
presence is irnplied by lhe studies 
oC Braeco el al (2) , Reineceius et ai 
(6) , and Berberl (unpublished resul ts) . 
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This sludy deseribes the localion 
of invertase in the unfennented beans 
of cacao and its pH and temperature 
optima. 

MATERIAL AND MElHODS 

Cacao fruits (Comum variety) ai 
fuH maturity as well as ai various 
stages during ripening were oblained 
from the Cacao Research Cen ter 
experimental fields in Bahia, Brazil. 

The ripe fruits were broken open 
alld the seeds were removed and 
irnmediateIy freeze-dried. The brittl e 
testa with adhering pulp parenchyma 
oC the freeze-dried seeds was broken 
and separated Crom the cOlyledons 
and each was stored separatcly in 
dessicators. In immalure frui ts up 
to lhe age oC 5 mooths, the pulp 
cells forro a solid mass in which 
the seeds are imbedded. In this case 
the fruit wall was removed and lhe 
pulp with imbedded seeds was sliced 
ioto thin sections from which lhe 
cotyledons were scooped oul. The 
remaining tissue consisting of pulp 
with testa, and the cotyledons, wcre 
freeze·dried separately and stored in 
dessieators. 

Enzyme powders were preparcd 
esscntial.ly according to the rnethod of 
Forsyth et aI (4). The freeze·dried 
material (lOg) was finely ground 
in a cold mortar and pe tle wilh 
a little cold dry acctone (- 200 C) 
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and filtered on a buc\tner funnel 
under vacuum. Thc residue was 
successively washed wilh cold 30% 
aqueous acelone (400 ml), cold 50% 
aqueous acetonc , (1000 111.1), and 
with eold dry acetone (500 rnl). The 
resulting white lo buff coloured 
powder was dried under vacuum 
and siCted through a 35 mesh screell. 
Coaese particles remaining on lhe 
sereen were ground , resifted and added 
lo lhe powder. This was stored in an 
air· tight container in the refrigerator 
unti] used. 

The enzyme powdees were tesled 
Cor activity hy observing their abilily 
to invert sucrose lo glueose and 
froctose. Dried enzyme preparalion 
(0.03g) in a test·tuhe was suspended 
in 0.1 M, pH 6 phosphale-cilrale 
buffer (2 ml) containing sucrose 
(O.04g) and incubaled ai room tem· 
perature (24-27°C) for a period up 
lo 72 houes. A blank containing 
suerose and 110 enzyme and 3nother 
containing enzyme and no sucrose 
were included in each testo Afler 
incubation, the enzyme was inhibited 
by placing lhe test-tubes in a boiling 
waler-bath for 2 mmutes. The mixo 
tures were then freeze dried and 
the sugaes extracted into 30% aqueous 
ethanol (2 ml) and the reducing 
sugars fonned were assayed by one 
of lhe íollowing methods. 

a) Thin layer chromatograpby(T.L.C.). 
T.L.C. was used as a quick qualitative 
and a semi·quantitative melhod for 

investigating enzyme activity . Silie'l 
.gcl G layers oí 250 j.I thickness \Vere 
prepared usi;;-g 0 .03M H3B04 inslead 
oC water. The layees were air-driecf for 
16 houcs and uscd without activalion. 
A small quanlily (3- 5 !lI) or lhe 
a1 coholic ex lracl of lhe freeze·dried 
reaction mixture was spotted on lO 
lhe layer and developed twice in a 
solvenl system consisling of chloro· 
ComI , acetic acid and waler (.30: 35 : 5 
v.v.v.) (3). Thc devcloped plates wcr~ 

dricd briefly in an oven aI lIO"e 
and the sugaes revealed by sprayillg 
with a solution of diphenylanilinc 
phosphoric acid reagent for quali­
talive identification or with 3, 3. 5 -
tripheny ltetralone for quantilative de· 
lerminations oí reducing sugar, (L). 
The former reagent revealed sucrose 
and Cruetose as brown spots going 
to grey and glucose as a blue spot 
going to blue/grey. The latler reagent 
showed glucose and fru etose as crim· 
50n spots on a pale pink background. 
Thcse were seraped oU the plates, 
eluted with chloroform and lhe 
colour rneasured at 510mJ.l in a 
spectrophotometer to give semi-quan­
titative determinations of reducing 
sugaes. 

Il) Spectrophotometric detenninations. 
Direct quantitative determinations o r 
total reducing sugaes were made using 
the aesenomolybdic method or Nelson 
(1). A portion of lhe 80% alcoholic 
extract of the freeze·dried incubaled 
material (0.2 ml) was diluted with 
water (20 ml) and an aliquot of this 
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(1 ml) was reacled wilh a arsenomo­
Iybdic rcagenl. The resulling blue 
colour was diluled with waler (tOm!) 
and read in a spcclrophotomeler ai 
520m p.. A linear relationship wa, 
observed belween optical densily anel 
glucose concenlralion within lhe range 
of 10 to 80 p.g. 

c) Gas-liquid chromatography(G.L.C.)_ 
Quanlitative delt' rmination of sugars 
were made by t' hromatographing lhe 
trimelhylsilyl-dcrivalíves. To an aliquot 
of the 80% elhanolic extract of the 
dried incubaled material (0.5 ml) , a 
10% solution of rhamllose (0.2 ml) 
was added a inl ernal standard . The 
mixture was frecze-dried and lhe 
sugars redissolved in pyridine (1 ml). 
Trisi! 'Z ' from Pieree Chemieal Co., 
1'.0. Box 11 7 , Rock, lIIinois, (0.5 ml) , 
and a few granules of dehydrating 
agent (Na2S04) ",ere added to lhe 
solution and the mixlure was allowed 
lo reaet for one hour at room tempera­
ture. A portion (3- 5 J.! I) of lhe elear 
supernatant was chromatographed di­
ree tly on a 6' x 1/8 " l.0. , stainless 
steel column packeel with 3% OV 17 
011 AWDMC Chromosorb W. The , 
carrier gas was nitrogen flowing ai 
65 ml per minule. Detector and 
injector tcmperatures were 250 and 
200°C, respectively , and the oven tem­
peralure wa programmed {rom 180 
to 1900 C at 20 C per minute and 
!rom 190 to 260°C ai 6°C per millute. 
Rhamnose (internai standard) eluted 
at 1.8 minutes, frll ctose ai 6.8 min­
utes, o: - and (3 - glu cose ai 8.8 and 
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10 minutes, respectively , and . ucro:;e 
at 18.2 minutes. Quanlitative delerllli · 
natiolls werc made by measuring pcak 
areas oí the sugars . 

RESULTS ANO DlSCUSSION 

Only powders prcpared from lhe 
testa with some adhering pulr paren­
chyma howed ellzime activily . T hia 
is in accordance ",ith lhe finding of 
BriU (5). These powders wcre highly 
aclive and inverted over 50% of lhe 
added sucrose in an hour under lhe 
lest condilions. 

It was suspeeled at firsl. Ihal lhe 
absence oí enzymc aetivily from 
powders prepared from cOlyledonl' 
was due to inactivalion by polyphenol5 
of the bean during the preparalion 
procedure; especiallya a considerab le 
amount of browning occurrcd in 
slorage. However, subsequenl prepa­
rations made wilh solvents conlaining 
eysteine, EOTA, ascorbic ae id . or 
Ihioglyeollic acid to slahilize lhe 
enzyme also showed no enzyme 
activity even after incubatio n for 72 
hours. Powders made in lhis way 
were mueh more stable lo browning 
Ihan before. 

Enzyme inaclivation due lo lhe 
method itself was ruled ou I because 
when fresh coty ledoll fragmcnl5 were 
infiltrated with a suerose solulioll no 
ehanges in the eoncentratio lls of lhe 
ugar constiluents eould be Uelt'cled 
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by thin layer chromalography. F lIrth er­
more, prepara lio ns made fro m ,,'hole 
beans (pulp, t esta anil co tyledo n)wcre 
as ac tive as Ihose fro ll. lhe le ta alone. 

In cacao pods II p lo ahou! 3 monlh. 
old , lhe cotyledon lissue exists in 
undifferenliated stale as a jelly. Conse­
quently lhi. study wa:l limiled to fruit s 
in which differl'ntiation had already 
occurred. 

J n order to pu ri fy the enzyme, its 
eX lraclio n into water anel buffers oi 
various pU s was attempted. In each 
case ali activit y remained in lhe powder 
whieh suggests Ihat lhe enzyme is 
probably bound to the testa. Dislodg­
ing lhe enzyme b)' rnild hydrolisis 
or enzyme dige-tion wa:; nOI attempted 
and ali determinations o f temperature 
anel pU opt1ma were done o n crude 
powders. 

Two pH and lempcralure o ptima 
were fo und. At room temperature 
minimum inversio n occurrcd belo\\' 
pU 2.5 and above pH 6.5. and a 
m3ximum occurred at pH 4.0 - 4.25 
\\'ith anolhcr pca k at pl-I 5- 5.25. 
(Figure 1). Similarly, under test 
conditio ns in pll 6 phosphate-citrate 
buffer, optima were observed at 
37°C anel aI 52°C. t pll 4.25 . 
maximum inversion occlIreel at 52°(, 
whereas aI pll 5 , lhe max imum shifled 
lo 37°C. This slI ggests that the po \\' ­
ders are pro bably a complex o f more 
than o ne earbo hydrate hyllrolase. 
Maltase, raffinase and galaclosidase as 
well as invertase, have been reporled 
to be present (5, 8) and il is quite 

probable that some o I' these ar~ no,,· 
spccific and under cert:lÍn concl iti ,.", 
will invert sucrose as wcl l. Thc CnZ\' ''H' 
po wders were no t inhibi ted by el h",,,, I 
up to 7 .5% nor b)' 2% acetic à!" id . 

Hydrolysis o I' slI crose in the Ci,..ao 
bean co tylcdo n is known to 0 (" ' 11 r 
during fermentatio ll of the hril " " 
(2, 6, 8). Assuming tha! in\" ~r l a,,~ 

i$ no t presenl i" lhe bean ro tylednn 
as our results indicale, I wo hy poth6~~ 

for lhe mechani m o f suuo"r 1,,­
droly is can be postulated. Fir,: II\" . 
the solvenls cnlering into the 1"'ill. 
during fermentatio n dissolve the :'11-

crose in lhe cotyleclon and tran:;\.)(lrt 
it lo ites of enzyme aClivity o n lhe 
inncr surface of the lesla wh l'r(, 
hydro lysis OCClIrs. Secondly, fenl1 l' lI ­
tation may produce changes in IIH' 
tesla which render the lesla-uoll11d 
enzyme solllble 50 that bOlh enzy nH' 
and ubstrate are found in solutin ll . 

The rate o f sucrose hydroh-,;i,; 
during ferm cntatio n appears lO dq.1l' l1d 
on lhe method. Rohan and tewart 
(8) found that the rate or hydroh- ,;i,: 
in a 500 l b igerian heap ferl1' l' n­
tatio n was faster than in a 150 1 h 
Ghanian heap. 'fhe samc sort 01' elif­
fcrcnce in rate o f sucrose hydroly,:i:; a:; 
influenced by the quanlity of \'al'ao 
ferrncnted is also ouser\'t'd with [,0" 

fermenta tions when lhe reôlllt " o I' 
Reineccius et ai (6) , and Bral'!"O r t ai 
(2) are compared. In a normal ,;i7.t' ho" 
and heap femlenlatio n, hyclmly:'i': (l I' 
sucrose is virtuall y complrlc afh'r 
72 hours (2. 3, 8). During Ihi,: li",~ 
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lhe Iwan Icmpcralurc risei' lo bel w~en 

.. W lI nd ..J.70 C and lhe pl! o f Ilw 
('01 yledo ll fall s from 6.') - (,,(, lo 
aboli I 5.2. The falling l'o lyledo ll 
pH and moderalc risc in It>m p~ ra lure 

during Ihi earl y slagc ill fe rnw nlalion 
provides rondilions be:;l :;uil ~ cl for 
lhe enzyme having OPlima of pll ;) alld 
37°C. A fermcnlalion proltt~ s"e,; 
Ihese rondilio ns changr lo favom lhe 
seeond enzymc wilh oplilll3 of pl! 4 .2 
and 52°C. In large cale ferlll enl'llions 
wherc lhe inilial rise in lemperalllrc is 
slow, op tilllulll eondilion art' soon 
reaehed fo r lhe enzyme operalillg 

bcsl as 370 C and cOlIseq uenlly mosl 
of lhe hydrolysis of sur ro 'e will 
oceur ea rly in ferlll enlalion under 
lhe influenee of Ihis enzyllle. In small 
seale ferlll entalions, where lempera .. 
ture risc is more rapid because of lhe 
increase in lhe rate of oxidation 
resulting from the larger surface 
to volume ratio, these oplima are 
soon passed. H ence, mo I of lhe 
hydrolysis can be expeeted to oceur 
under the influenee of lhe ellzyme 

"y"lem wilh oplillla of pl! .. L:! alld 
520 C. In Ihi. case hydroly;:i:' wo uld 
1,1' less rapid and would lH'a k I;,tt,)' . 

()Iher physical OI' chemi ral fa l' lo)', 
I, hieh affer l Ih~ ra lc of len'p,'rillll)," 
inl'rea,;c of a ferlll enlalion {Ir 11l!' ra'" 
OI' ('n lry of so lvenl . \\'ill al:!o il l'I'l'l'I 
lhe ra le of ,;ucrose hyd roh·~i ,; . 

IlII erl ," r ar li" il)' \\'as nol founcl 
in Ih. I'o l\'l edon oI' frc.h Lran,.. in Ihi, 
"Iudy. I! O\\·CIW. Iherc i" Ihc !lo:<ihilily 
I hal illl cri .':. i,; pr~:,e nl in a lalenl 
1'1'0111 anrl i,: ildiv<ll ed during [eml('n .. 
la lion OI' during lhe inr ipienl geroui .. 
nalion Ihal is beliel'ed lo ore ur during 
lhe ,;Iarl of fermenlation. Brill (5) 
coulrl onl)' find lhe enzyme in CO I)' .. 
ledon aflt' r fennenlation, which :SlIp" 
porl. lhe ahove argumenl as well as 
lhe hl'polhe.is Ihal fermenlalion re· 
sult ,.. in lhe solubility of Ihc teôl'l· 
bound enz)'mc. 

The invesligalion of lhe behal'ior 
of invcrlase of eacao bean during 
fermenlation i- lhe topic for a sludy 
under consideration . 
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RESUMO 

Temperatura e pH ótimos de Invertase das Sementes 

do Theobroma cacao L. 

A presença de invertase na semente de cacau foi confirmada e detcrminado 
pH e temperatura ótimos para a sua atividade. 

" Pós de acetona " preparados a partir da polpa, polpa com testa, e dos coti· 
. Iédones das sementes de cacau, fo ram examinados com relação à atividade 
da invertase, pela aval iação de sua capacidade para inverter sacaro e. Os açÍl carc 
redutore , formad o apó- a incuba\:ão do " pós" com sacarose foram dctermi· 
nado porT.L.e. , G.L.C. e espetrofotometria . 

Apenas a preparações que in luiam a testa ela semente se apresentaram ativas. 
A inversão máxima verificou·se no 1'" 4 e pll 5 .25 corresponelentcs :is tempera· 
tu ra de 520 C e :17oC respec tivamente. Estc fato sugere a presença de mais de 
um enzima na preparação. 

Soluçõe de etanol e de ácido acético de concentração infe rior a 7.5% e 2% 
respec tivamente. não inibiram a ativ idacle do enzima. 
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NOTA 

LlMITAÇOES AO USO DO METODO COLORIMETRICO PARA 

DETERMINAÇAO DA INTENSIDADE DE CONTAMINAÇAO 

DE FUMAÇA EM AMENDOAS DE CACAU 

Paulo Romeu F. Berbert· 
José Marcondes Borges·· 

A presença de fumaça em amêndoas de cacau , adquirida durante a secagem 
e/ou armazenagem, é considerada defeito grave para o produto. Por esse motivo, 
tem-se procurado desenvolver um método de dctecção de fumaça, eficiente 
porém suficientemente simples, para poder ser amplamente utilizado em postos 
de classificação ou , mesmo, a nível do agricultor. 

Publicou-se a descrição de um " método colorimétrico simples para deter­
minação de fumaça em amêndoas de cacau " (I , 4) . O citado método baseia-se 
na extração com etanol , a 96%, de compostos fenólicos componentes da fuma­
ça, presentes na amêndoa de cacau contaminado e que são responsáveis pela 
coloração amarelada que aparece na solução alcoólica. A comparação da intensi­
dade da coloração do extrato problema com a de extratos padronizados (lá urna 
idéia bastante aproximada do grau de contaminação das amêndoas. 

Nos testes para desenvolver esse método. Us.1ram-se como padrão amêndoas 
das áreas do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), devidamente fermentada~. 
secas em barcaças e indubitavelmente livres de fumaça. Lotes de cacau, artifi­
cialmente enfumaçados ou reconhecidamente contaminados com fumaça, foram 
comparados com o cacau do CEPEC que apresentou, invariavelmente, extrato:; 
incolores. Os ex tratos alcoólicos de amêndoas contaminadas sempre se apresenta-

Recebido para publicação em 31 de janeiro, 1978, e em forma revisada em 25 de setembro. 

1978. 

• Eng.-AgrO, Divisão de Bioengenharia (OIBIO) Centro de Pesqujsas do Cacau (CEPEC), 

Caixa Postal 7, 45.600, ltabuna, Bahia, Brasil . 

.. Or., Chefe, 01810, CEPEC. 
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ram com coloração arllarrlada, ~cndo esta tanto mais intensa quanto mais fumaça 
continham os ex tratos. 

O método é muito sen,ívcl e muito simples; daí o pensamento de sua utili ­
zação generalizada . llI l'smo em condições de campo. Com tal objetivo, e ante­
de sua recomenda,'iio definitiva, resolveu- e testá-lo intensivamente em labora­
tório , simultaneamcnlr COIll o método tradicional de detecção de fumaça (corta r 
e cheirar a amêndoa)_ em lotes de cacau provenientes de diferentes fazendas da 
Região Cacaueira da Bahia. 

Durante o liSO inlensivo do método, notou-se que algumas amostras, apesar 
de não er detectado nenlrum contacto destas com fumaça, também apresenta­
vam ex tratos com colorações levemente amareladas_ Suspeitou-se então que estas 
colorações estivessem rcla~ ionadas com o grau de fermentação das amêndoa!>. 
Isto foi posteriormente ~'onfirmado, utilizando-se o citado método em amên­
doas com O a 7 dias de fermcn tação realizado scgundo 3.S recomendações da 
CEPLAC (3) , c nào \'ontarninadas com fumaça. Constatou-se então que extratos 
de amêndoas com l c :2 dias de fermentação são incolores. Amêndoas com 3 a 
5 dias de ferrnentação dão ex tratos com colorações amareladas cujas intensi­
dades diminuern a partir .I" 30 dia. 

Em condições norlllais. após o segundo dia de ferm entação, substâncias 
polifenólicas são liberadas do interior das células, difundindo-se na amêndoa. 
Em tomo do terceiro dia, inicia-se a perda dessas substância~ , por exudação. 
através ela testa. Os polifenóis c os primeiros produtos de transformação, que 
cxudam através da testa no terceiro e quarto dias de fermentação, são solúveis 
em etanol , 96%, e poJem também, igualmente à fumaça, proporcionar urna colo­
ração amarelada à solu,_io. Ao final da fermentação, em torno do 6? dia, os 
polifenóis, que exudararn através da testa, são transformados por reações de 
oxidação e hidrolítica .. _ s novas substâncias formadas não mais dão coloração 
amarelada à solução etalló lÍ<'a. Os polifenóis que permanecern no interior ti" 
amêndoa Iam bérn sofrcm reações de ox idaçâo e hidrólise, combinando-se COIll 

proteínas e formando sul, ·túncias complexas (2) . 

Assim , embora o llIélodo colori métrico desenvolvido guarde urna hoa 
correlação entre intensidade de cor e contaminação por fumaça, no caso de 
amêndoas bem ferment"da", o me mo não acontece quando se trata de amên­
doas de fermentação in rornplcta. Conseqüentemente, o método não deve er IIli­
li7.ado para detecção d .. fumaça em amêndoas de cacau , a menos que se tenlra 
conhecimento prévio do históri eo da ferrnentação do lote a ser analisado. Alt .. r­
nativamente, caso se 1(' lIha cerleza da ausência de contaminação com fuma~a . 

o método colorirnélric-o pode, também, junt.amente com urna análisc \'i,," al 
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das amêndoas, ser utilizauo tomo um te. te para se ter uma inuicação do grau 
de fermenk1ção dc um lote de caeau. 
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LlMllATlONS ON lHE USE OF lHE COlORIMElRIC MElHOD 
FOR DETERMINING SMOKE CONlAMINAllON 

IN CACAO BEANS 

The presence of smokc in cacau beans, whether acquired during drying or 
storage, is considered a defeet of marketable cacao. Because of this, eCforts have 
becn ma de to develop an effjcient but simple smoke detennination method 
which could be used in quality inspection stations or by the farmer. 

A description of a sim pie colorimetric method for determining smoke 
contamination in cacau beans was published (I, 4). In lhe cited melhod lhe 
colour oblained on extracting the phenolic smoke componcnts {rom conta· 
minated cacao beans witJI 96% elhanol is compared wilh lhat from a gradcd 
series of extracts prepared from mix lures o{ · artificially contaminated beans 
and uncontaminated beans. The yellowish color lhat appears in lhe alcoholic 
solution of contaminaled beans is caused by phenolic compounds and its in· 
tensity has been found to have a positive correlation with lhe smoke content 
of the ex tracts. 

Beans, thoroughly fermented, dried on platforms and definitely frce o{ 
smoke, {rom lhe growing plots of lhe Cacao Research Center (CEPEC) were 
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used as a standard in th e tes ts for lhe development of the abovc mentiOlw" 
method. The lo t;: o f .. acao artificially smoked or known to be contaminall' '' 
with smoke wcre le> led against lhe cacao of CEPEC which invariablv I!'" " 
colorles;; ex tracls. Tlw alcohol ex traets of eonlaminaled beans givc a yello\\ i, h 
eoloralion . The coloralion is more intense as the ex tracts contain more . mo),.,' . 

This method i~ nol only sensitive, but also simple, and gave rise lo the ido 'a 
of its general use under field conditions. With this objective in mind , and befor,· 
making definitive reromrnendalions, it was deeided to conduet intensivl' tr, l" 
in the laboratory using cacao obtained from different farms in the cacao regjon 
of Bahia. These test,; werc ma de simultaneously with lhe lraditional mctlwd 
(cut and smell test) for detecting smoke. 

During the inten"ive use of the method it was found lhat, althought :;0111" 

samples had no eontaC'l with smoke they gave extraets with a yellow colora lion . 
lt wa~ suspeetl'd thal the coloration was related to the degree of fermcntation 
of lhe beans. This was later confirmed using the cited method with bean" fIT­
mented from O to 7 days. lt was concluded that extraets from heans with 1 10:2 

days of fermentation as recommended by CEPLAC (3) , are eolorless, while 
beans wilh 3 to 5 days of fermentation give yellowish extraets whosc inten"ily 
diminish from the 5th day on. 

Under normal conditions, after the seeond day of fermentation, the poly­
phenolic substan(;e are liberated from the inte.rior of lhe cells and diffuse Lhrough­
oul the bean. On the third day , there is a loss of those substances by exudation 
throllgh lhe testa (lf the bean. The polyphenols and their first producl~ of 
breakdow n, whieh eX lldate through the testa , during the third and fourlh 
days, are soluhle in 96% ethanol , and they can a1so give, similar lo slllok(' . a 
yellow coloration lo lhe 5Olution. At the end of ferrnentation, about th!' úth 
day , lhe polyphcnols Lhat had exuded through the testa had been completcly 
transform ed by hydrolytic breakdown and oxida tive reactions 80 that t heir 
final producls nO longer gave a yellow coloralion. The polyphenols, that rClllaill:; 
inside lhe bean, are also subjected to hydrolyses breakdown and oxida tive re,l{'­
tions, combining with proteins to form polyphcnol-protein complexc8 (2). 

50, allhough in t.he case of well fenncnted beans the colorimetric method . 
rcferrcd to abllve, gives good correlation belween color illten.sity ano . lIIok ' 
contamination , it is unreliable in Lhe case o f improperly fcrmentcd bean . (;on­
sequently , this melhod shollld nol be used to detcet smokc in cacao beans, 
IInless the history of the fermentatioll of the sample to be analyzed is known. 
A1ternatively , in cases where ane is certain lhat smoke contamination i5 absent, 
lhe colorimetric mclhod may al50, together with a visual analysis of lhe beans, 
be used to give an indication af the degree of fermentation of a cacau 101. 
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