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ESTUDO SOBRE A IMUNOGENICIDADE DE AMENDOAS DE CACAU (%) -

STUDY ON THE IMMUNOGENICITY OF COCOA BEANS

I3

YEHUDA LEVANON (%)

SteLa M. Q. RossETiNg (2)

SUMMARY

Beans and pulp of the rocoa fruit were submitted to laboratory fermentation

reproducing farm processing conditions.

Comparing the extracis of fermented, partially fermented and fully fermented
beans, it 'was observed a parallelism between the gradual decrease of the glycides
content and the progressive decrease of the immunological activity.

Glycide nature of the antigen was demonstrated by staining with Schiff reagent
of the material submitted fo gel-electrophoresis, chromatography and acid hydro-

lysis.

One of the antigens, “Fraction A” preseni in extracts of unfermented beans
shows a 1-4 linkage while the other, “Fraction B” linkages. arc in position 1-6.

By diakysis it '‘was shown that only antigen (“Fraction B”) present in extracts
of incompletely fermented beans is constitued by molecules smaller than “Frac-
tion B found in extracts of fermented Dbeans.

Adequate beans for the choceolate

componentis.

industry do not show immunological

A rapid and simple ring test is proposed for determining the degree of fer-
mentation {(quality of the farm product) of the cocoa beans.

+

INTRODUCAOQ

Levanon & MarTeLLL® verificaram que
extratos de améndoas de cacau nio fermen-
tadas eram imunogénicos, ao coniririe do
das améndoas adequadamente fermentadas.
Com base neste achado, Levanon? propbe
um método sorolégico para determinagfio do
grau de fermentaciio das améndeas de ca-
cau, [fste método é menos influenciado pela
interpretacio pessosl do analista, que os ou-
tros anteriormente empregados, oz quals sfo
baseados no aspecto fisico das améndoas ou
una coloragio de sua superficie de corte, ¢
conduz a resultados precisos e reproduzi-
vels para o contrdle da qualidade do pro-
dute rural. :

(13 Trabaihc leureado comm ¢ FPrémio “Adoifo
Safdde Phbiica, de 1965,
(2) Do Instituio Adolic Lutz.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho apresenta novos estu.
dos sGbre a imunogenicidade do eacau
submetido aos processos rurais de fermen-
tacfo.

Foram empregadas améndoas das varie-
dades “Forasteiro”, “Catongo” e “Crioulo”
de plantas de Theobroma cucan, cultivadas
na Estagio Experimental de Cacau, Urugn-
ca, Istado da Bahia, Brasil. Amostras de
cada varicdade {fdram colhidas separada-
mente, lavadas com 4gua correnie para eli-
minar a polpa, sécas a 37° C e conservadas
a temperalura ambiente, Também foram
utilizadas amostras comerciais obtidas de
exportadores das cidades de ltabuna e
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Hhéus (Estado da Bahia) *. A determina-
cao da qualidade das améndoas foi feita de
acorde com Du Wirr?®.  Polpa do frufe
{mel de cacan) foi coletada separadamente
dos frutos de cada variedade em frascos
Erlenmeyer e congelada a -45°C. A polpa
descongelada apresentou valores de pH de
aproximadamente 3,8. Uma amosira de
Saccharomyces sp., isolada de caixa de fer-
mentagho na FEstagie Fxperimental de Ca-
cau, Urucuea, ¢ mantida em meioc de Sa-
booraud, foi empregada para as fermenta-
¢bes no Laboratdrio. -

Porgoes de 200 em®* de polpa foram este-
rilizadas por filtracie em filiros Seitz, co-
locadas em frascos Erlenmeyer e incubadas
durante 72 horas a 37°C pars deteccio de
eventual turvagio por indesejivel cresei-
mento microbiano, Duzentas améndeas nfo
fermentadas, préviamente lavadas com so-
lugio de mertiolato a 1% e posteriormente
com dgua destilada esterilizada, foram adi-
cionadas a cada frasco. Os {rascos foram
incubados & temperatura ambiente, com
T om® da suspensgo do levede, cuja turva-
¢lto era equivalente & do tubo n® 3 da es
cala de McFarland, Durante a fermenta-
¢fo, foram retiradas amostras cada 24 horas
e preparades antigenos que foram testados
por imunoprecipitagie. Quando indicade,
os extratos de. améndoas foram concentra-
dos por liofilizacio, sendo depois dissolvi-
dos no volume requerido de solugie fisiols-
gica.

As preparacBes obtidas no laboratorie fo-
ram marcadas: “F”, as bem fermentadas:
“PE”, as parcialmente fermentadas; “NI”,
as nfo {ermentadas; “OF”, as excessiva-
mente fermentadas, A propergio de amén-
doas bem fermentadas (boa gqualidade) con-
tidas na amostra era representads por um
nitmere na parle superior da marea, en-
guanto gque um niimero na parte inferior da
mesma representava a duragie da fermenta-

¢ao em horas. Por exemplo, PF 7 indica
que esta preparacfo foi feita de uma amos-
tra de améndoas fermentadas duranie 72
horas (fermentacdo parcial, incompleta) e
contém 709 de améndoas de boa quah-
dade.

Os polissacirides totais foram determina-
dos pelo métedo da antrona, descrite por

Treveryan & Harrison *; polifendis, pelo
método de permanganato, descrito por For-
SYTH ® e nitrogénio, por processo micro-
Kjeldhal, segundo Erec & SopoTra®.
Substincias gorduresas foram determinadas
em amostras de 10g extraidas em Soxhlet
e pesadas diretamente. Foram feitas cro-
matografias ascendentes em fitas de 36 x 11
cm de papel Whatman 1.° 1, usando fencl
dgua (8:2) como solvente, que era adicio-
nado de 0,019 de Triplex “Merk™ (etile-
nodigmin-tetracetato de sodio) para evitar
oxidagio, empregando-se 0,01 cm® de anti-
geno em estudo, deixando-se correr duran-
te 24 horas, Apds secagem a 90°C, os cro-
matogramas foram relevados com reagente
de antrona, descritc por SUNDERWITH ei
alit ', ou com reagente de difenilaminofos-
fato de anilina, segundo Gmr & Nicam?
As porcbes correspondentes as manchas pré-
viamente reveladas em 25 fitas foram cor-
tadag e eluidas com 10 em® de 4gua desli-
lada, por agitacie mecdnica durante 24 ho-
ras, Hofilizadas e finalmente dissolvidas em
0.5 enr® de solugio fisiologica.
Cromatografias em DEAE-celulose {die-
tiaminoetil-celulose) foram feitas em colu-
nas de vidro de 30 x 2,7 cm. A coluna era
lavada repetidamente com selncfio-tampiio
de fosfatos 0, 02M até obtengio do liguide
de lavagem, com pH 7,4. Quantidades de
5 em® das preparagdes de polpa de cacau
eram colocadas na coluna, adapiada’a um
coletor de [racGes, colhendo-se gquantidades
de 6 cm® pela adigiic da solugdo-tampiio aei-
ma citada, Cada tudo era iestade pelo rea-
gente de antrona e o material dos tubos,
apresentando reacfo positiva, era misturade

‘e marcade como “Fragie A”. A seguir, a

coluna. era ecluida com solugfio-tampio de
citrato 0,02M, pH 3,8 e os tubos com rea-
¢io de antropa positiva foram reunidos e
marcados “Fracio B”. As “fragbes” “A”
e “B” eram dialisadas separadamente con-
tra Agna destilada, Lofilizadas e redissolvi-
das em 5 e¢m® de solugfio fisiologica.
Amostras de 10 ml das fragbes purifica-
das, contendo 500 mg de polissaciride, fo-
ram submetidas a hidrolise pela adigho de
HCl 4M sté concentragho final 2M.  Os
tubos foram incubados em A4gua fervente

(*} As amostras comerciais sfc constituidas por misturas de améndoas de plantas de muitas va-

riedades.
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durante 6 horas e, apds resfriamento, o pH
acertado para 7,0, com NaCH a 409%. Fe.
nilosazonas foram preparadas pela adigio de
0.5 en® de fenilidrazina e 0,5 an® de acido
acético glacial 2 2 cmv® da solugio em prova,
seguida pela incubagio em Agua fervenie
por 30 minutes. Os cristais eram testades
quanto ao seu ponto de fusioe e forma.

Antigenos para inocilagdo de animais fo-
ram preparados a partiv das amosiras F 4,
PF .. e NF, pela adicio de 90 em® da so-
luggo de NaCl 0,15M & lg de améndoas
lavadas, homogenizando-se a mistura em li-
quidificador.  Ap6s centrifugaco a 3 000
r.pan. durante 20 minutos, o sobrenadante
foi completado a 100 ¢m® (solugio a 197).
Antigenos da polpa foram obtidos por centri.
fugacae de polpa ndo fermentada, 30 minu-
tos a 3000 r.p.m. e separacio do sohrena-
dante clare, isento de fibras. Partes iguais
de cada antigeno e do adjuvante de
Freowp ®  foram emulsionadas  para  ino-
culacdo em animais. Cada coelho foi ino.
culado com 0,5 cm® e ecada cobale com
0,25 cm® da emulsdo em cada pala, em in-
tervalos de sete dias, durante seis semanas,
Dez dias apds a dltima injeciio, os animais
foram sangrados e o séro separado e con-
servado em  refrigerador, apés adigho de
mertiolato a 1:10 000,

Precipitados especificos foram delermi-
nados, em aliguotss de 0,5 cm® de antigeno,
pela adicio de anti-séro anti-NF, seguida
por incubagio a 37°C, durante 2 horas e,
poslteriormente, a 2°C, durante 18 horas,
Os precipitados foram separados por ceniri-
fugaciio e feila uma prova de anel, usan-
do-se varias diluicoes do antiséro. Se o
antigeno era ainda detectidvel, a absorcho
era repetida. Os precipitados eram lavados
trés vézes com solugdo fisiolGgica gelada e

dissolvidos emr NaOH O,IN. O teor de nitro-
génio do complexo antigeno-anticorpo foi
determinado por micre-Kjeldahl, . segundo
Frec & SoBoTEA.

A absorcdo dos anti-séros foi feita pela
adicdo de extratos PF o segnida de incuba-
¢io a 37°C, durante 2 horas e a 2°C, du-
rante 18 horas, O precipitado era separado
por centrifugaciio e o sobrenadante foi tes.
tado pela prova de anel, usando-se vérias
diluigbes de exirato como antigeno, Se an-
ticorpos eram ainda detectiveis, a absorefio
era repetida,

As imupoprecipitagies foram fleitas de
acbrdo com OUCHTERLONY '° ¢ as imuno:
eletroforeses e gel-eletroforeses, de acdrdo
com GRaBAR & WiLLiaMs ', usando-se
tample de veronal pH 8,6 p — 0,65. As
faixas foram coradas com reagente de Schifi,
segundo Urier & Graepagr 2

RESULTADOS

 Andlise quimica das améndoas

As determinacbes de nitrogénio  total,
gorduras, glicidios e polifendis da variedade
“Forasteiro” sfo apresentados no quadro
abaixe. Dados obtidos a partir de amén-
doas de ontras variedades em estudo sfo
essencialmente similares, Pode ser visto que
o processe de fermentacfie nfc modifica
aprecidvelmente os ledres de nilrogénio e
lipidios até que atinja o estigio de fermen-
tagho excessiva quando hé um significante
decréscimo do nitrogénio.  Por outre lado,
a fermentagBo determing wma queda pro-
gressiva - do conteitdo de glicidios e poli-
fenois:

Composicdo quimica de vidrios extratos de améndoas de cacau ®

Amostra Nitrogénio Gordura Glicidios Polifendis Qutros
OF 7.2 T 63 2,0 36,8
B, : 12,0 49,0 10,8 24 25,8
PE,, 12,0 30,7 15,3 T2 ‘ 14,8
NF 12,0 51,7 19,7 9,8 6,8
* Por 100 g.

FURT.c

[p——
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Andlise cromalogrifica de extrato ¢ polpe
do fruio

A cromatografia em papel dos extrates de
améndoas NF e polpa do fruto nac fermen-
tado revelon duss manchas apds tratamen-
to com reagente de antvopa, uma, com
Ry == 0,37, foi denominada “Fracio B” ¢
a ouira, com R; === 0,50, “Fragiio A", Apds
coloragfio com difenilamincfosfato de ani-
lina (Merck), a “Fracio A" apresentou
manchas azuis, indicando a existéneia de -
gagbes 1-4, enquanto que a “Fracéio B” mos-
trou manchas marrom, indicando ligacbes

1-6. Apés hidrélise, ambas as fragbes pu-
r;ﬂead&s determinaram apenas uma mancha
com R, == 0,41, correspondente a d-glicose.
s eluatos das manchas croma’iogréficas cor-
respondentes ds duas fragbes apresentaram
uma nitida prova de anel e, gquando testa-
dos contra o anti-sbro em placas de Ouchter-
lony determinaram o aparecimento de linhas
de precipitagiio correspondentes.

Separagiic do antigeno da polpa do fruto

Em virtude de a polpa conter maior pro-
porgie das fragbes “A” e “B” que as se-
mentes, a separagio destas fraches antigé-
uicas em forma purificads foi {eita a partir
da polpa “in natura”. Preparactes de polpa
mostraram, em coluna de DEAE-celulose,
canter duas fragbes antigénicas. A primei-
ra fracfio foi elufda com solugio tampio de
fosfato, pH 74 e mostrou, em cromato-
grafia em papel, um R; — 0,30, igual ao
da “Fragic A”. A segunda foi eluida com
solugiio tampdo de cilrato, pH = 3,6 e de-
terminou o aparecimento de mancha com
R; = 0,37, correspondente &4 “Fragge B”.
Precipitagio fracionada com etanol promo-
veu a scparagio dessas fragdes. Com eta-
nol a 1,59, foi precipitada a fracio com
R: = 0,50 (“Fragdo A”), enquanio que,
a 15%, {foi precipitada a fracio com

R = 0,37 (“Fragfio B”). [fste processo &,

entretantd, inferior ao cromatografice com
referéncia & pureza das fracOes obtidas, pois
gue entre elas hi ainda um certe grauw de
mistura,

. Qunando foram obtidas osazonas das fra-
£bes “A” e “B”, foram observadas duas di-
ferentes formas cristalinas. A osazona da
“Fracio A" apresentou-sc como pequenos
cristais quadrangulares com ponto de fuso
183°C, enguanto que a osazona da “Traco

4

B” apresentou-se como eristais  redondos
com bordas identadas com ponio de fusio
198, 5¢C. Os hidrolizados das fragfes “A”
e “B” apresentaram osazonas aculiformes
correspondentes a glucosazona com ponto de
fusdo 204, 5°C. As fracdes “A” ¢ “B” de
extratos de améndoas NF ou polpa de fruto
nio sio dialisdvels contra solugio fisioldgica
ot dgua destilada, enquanto que por didlise
dos extratos PF I3 verifica-se ser dialisada
uma [racio imunologicamente semelhante &
“Fracdo B”, mas com R; = 0,63,

Teor de nitrogénio dos anticerpos nos
precipitados especificos

O teor de nitrogénio dos anticorpos nos
precipitados especificos de extratos de amén.
doas npfo fermentadas decrescen em rela-
¢io aproxitnadamente linear, quando aumen-
tou o tempo de fermentacio (Fig, 4), Pre-
cipitados de extratos fermentados durante
144 horas nfic mostraram presente nitrogé-
nio dos anticorpos.

Andlise imunogquimice dos extrolos de
améndoas ¢ de polpa do fruio

Coethos inoculados com extrato NF pro-
duziram anti-séros (anti-NF) que [lorma-
ram em placas de Ouchterlony duas linhas
de precipitagio quando testados conlra ex-
tratos NF, mma linha contra exirate PF e
nenhuma contra extralos F ou OF. O extra-
to PF %5 produziu uma linha de precipita-
¢io quando lestado contra anti-sdro anti-NF.
Fsta linha eorrespende a um dos componen-
tes (“Fragio B”) do extrato NF ou da polpa
do frue (Fig. 3). A “Fragio B” no extra-
to PF ?7?2 nio difere imunologicamente da
“Fragdo B” presente em extraios NI, a
despeito dessas duas fragbes diferirem em
Ry e no comportamento duranie a dialise.
A determinagio do nilrogénio do anti-corpo
anti-NF revelou 0,8 a 1,0 mg por cm® de
anti-séro quando a mistura de pohss&candos
purificados isolados da polpa do fruto foi
uiilizada como aniigeno., A Imunizagio de
coethos com preparagie da polpa do frato
determinou a formagio de um anti-séro an-
ii-M {anti-polpa do frute) comportando-se
similarmente com o anti-sbéro anti-NF. O an-
ti-sbro anti-M aplesgntoa 0,8 mg de nitro-
génio espemflco por cm®, Finalmente, extra-

tos ¥ e PF %) nfio provocaram a formagio
de anticorpos precipitantes,
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A imunoeletroforese  apresentou resulta-
dos {Fig. 2) em concordincia com os de
imunedifusic em placas de Ouchterlony
{Fig. 3). Na presenga de anti-sdro anfi-
NF, o extrato NF mostron duas linhas de
precipitagfo, o exirato PF, uma e o extrato
¥. nenhuma. Us dois arcos de precipitacio

observados na imuneeletroforese correspon-
dem a duas faixas cordveis pelo reagente de
Schiff encontradas em provas paralelas de
eletroforese em agar. Uma das {aixas loca-

Hizava-se na f)?ig(‘i’l’l e a ouira oricntada em

diregio ‘a0 anodo (Fig. 1).

Fig, 1 - Eletroforese em gel de agar das fracdes Imunoldgicamente afivas de cacau, re-

veladag pelo reagente de Schiff., A:

“Fracio AV, B:

“Fracho B, Tempo de migracdo ele-

troferética, 120 min., 8V por cm.

Fig., 2 — Imunceletroforese de extratos de
An-d: anti-sére anti-NF préviamente absorvido com extrato

ciaimente fermentade (PF ;f,

1. An-NF:

cacau nio fermentado (NEF).
de ecacau par-

anti-séro anti-extrato de cacaw nfo

fermentado, ?.-Iigrﬁgé’w aletroforética, 120 min., 8V por om.
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Fig. 3 — Imunocdifusfc e gel de agar de polps de cacag

e extralos de améndoas fermentadas, parcialmente ferimen-
tadas e nie fermentadas. B3 polpa de cacau. NF: extrato
de amndoas de eacau nio fermentadas. PFE toextrato de

améndoas de cacau parcialmente fermentadas. }‘«‘24: ex-

trate de améndoas de cacau fermentadas durante 144

horas, An-NF: anti-sdro

anti-améndoas de cacau nio

fermentadas.

Frove de anel pare determinacio do grau
de fermeniagio de améndoas e da

polpa do fruto

Provazs de anel (imuanoprecipitacio em
tubo capilar} foram feilas por cuidadosa
deposigie de soluglo do antigeno sébre an.
ti-séro anti-fracio “A”. O aparecimento
de uma definida lurvagio na interfase foi
considerado como resultado pesitive.  Uma
prova de anel negativa indica auséneia da
“Fracio A & éste resultado foi interpretado
como correspondende a améndoaz de hoa
qualidade na claseificacio de De WITT?,

em virtude dos resullados da andlise imuno-
gquimica das améndeas e polpa do frato,
Anti-sbro anti-NF pode ser absorvido com
extraos de améndoas parcialmente fermen-
tadas (PF}, que préviamente tenham exi-
bido sémente uma linhs em placas de Ouch-
terlony,  Anti-sdre anti-NF absorvide com
“Fracéo B purificada determinou essencial
mente os mesmos resultados, mas o processo
& mais complicado.  Anti-sbro anti-fragfo
“A” pode ser obtido pela inceulacio de
“Fragio A" purificads, tornando, assim, des
necessaria a sua absorcio.
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DISCUSSAO

"0 teor de compostos glicidicos e polifend-
licos decresce & medida que aumenta o grau
de fermentacio. O paralelismo entre o de-

créscimo gradual do teor de glicidios e a.

diminuicio progressiva da atividade imuno-
légica é explicivel pela natureza polissaca-
ridica dos anligenos. A natureza glicidica
oi evidenciada-por coloracio especifica com
reagente de Schiff do material submetido a
eletroforese em gel, por cromatografia e por
hidrdlise acida.

A auséncia de reactes cruzadas entre os

“dois antigenos encontrados em exiratos de

améndoas ndo fermeniadas ou na polpa de
fruta nfo fermentada pode ser atribuida ao
fato de que um désses antigenos, denomi-
nado “Fracio A”, contém ligages 1-4, en-
quante que o outro, “Fragie B”, contém li-
gactes 1-6, a despeito de ambos serem po-
limeros de d-glicose, como demonstrado pela
formagio de osazonas e pela anilise croma-
tografica,

Por dialise, foi evidenciade gue o finico

antigeno (“Fragdo B”), encontrade no ex-
trato de améndoas parcialmente fermenta-
das & constituido por moléculas menores que
as da “Fracio B” enconirado em extratos
rho fermentados.

"Tal fato poderia explicar a incapacidade
da “Fragio B”, presente nos extratos par-
clalmente fermentados, em provecar a for-
magio de anticorpos precipitantes no cee-
Iho. Uma vez que a fermentacdo das amén-
doas e da polpa do fruto resulta de agiio
ezimatica, pode-se presumir que inicialmen.
te hi a despolimerizacio de uma macremo-
Iécula e o produto resultante na fase indcial
déste processo nfo pode estimular a produ-
¢do de anticorpes, embora, como um hapte-
no, possa dar reagfo de precipitagdo, Pos-
teriormente, quando a fermentaciio foi com-
pletada, nfo se observa impunoprecipitagio.
Parece claro que a fermentagio das amén-
doas destréi as moléculas antigénieas ¢ tam-
bém medifica varies componentes das amén-
doas e da polpa ‘dos frutos. Esses compo-
nentes sl necessarios para o erescimento
dos microrganismos. responsaveis pela produ-
clo de enzimas gue, agindo, produziram o
sabor de chocolate, e a producio de acido
acético que permite a permeabilizagio do
tegumento (LEVANON & ROSSETING**}.

8

E sabido que a fermentagio excessiva das
améndoas produz NH.. Isto provivelmente
acontece porque os principais fatbres do
crescimento microbiano sfo carbohidratos
{fermentagio) e, quando exauridas estas
substincias, enzimas de adaptacio passam
a metabolizar nitro-composios (putrefagio).
Esta hipotese & reforgada, no presente ira.
balho, pelo decréscimo do teor de nitrogé-
nio nos exiratos de améndoas excessivamen-
te fermentadas. O conteido antigénico das
améndoas decresce 4 medida que progride
a fermentaglio, Primeiramente, a “Fracio
A” foi inativada do ponto de vista de imu-
noprecipitagio e, posteriormente, também a
“Fracio B”. Ji foi descrilo que extratos
bem fermentados de amostras comerciais de
améndoas nfo contém “Fracio A”, diferindo
assim das insuficientemente Eermemadaq {Le-
vanon & Martelli}.

Parece que o desaparecimente do anti.
geno aqui denominado “Fracdo A” indica o
términe do estigio de hiofermenlacio des
crito por Levanon & Rossetini.  Neste mo-
mento, as améndoas estio no ponto de se-
rem retiradas das caixas ou dos montes de

fermentagiio e inicla-se a “cura”. Parece,
assim, gue a presenca on a auséncia da

“Fracio A” pode ser usada para determi-
nar o gran de fermentagio!das améndoas.
Levanon & Martelli itestaram partidas co-
merclais de améndoas de boa gualidade e
evidenciaram Tinicamente uma linha de pre.
cipitagio em placas de Ouchterlony. O an-
tigeno correspondente {“Fragio B”, de Le-
vanon & Martell) ndo estimulou a produgho
de anticorpos e era dialisavel. | Mesmo con-
centradas vinke vézes, as partidas de extra-
tos bem fermentados testadbs no presente .
trabatho deixaram de apresentar o antigend’
wrrespondeme a “Fragio A”. E importan-
te mencionar gue boas amostras comerciais
usadas por Levanon & Martelli eram cons-
titufdas por 70-909 de améndoas bem fer-
mentadas e que as amostras usadas no pre
sente trabalbo foram fermentadas no lsbo-
ratdrio, oblendo-se, assim, produto de grau
uniforme e conhecido de fertmentacio.

A imunoprecipitagio em gel, proposta por
Levanon & Martelli, requer tempo relati-
vamente longo, cérea de 24 horas, enguanio
que a prova de znel empregada no presente
estndo  requer sdmente algins  minutos.
O citado teste pode ser util em duas das
fases da preparagao comeruaf de améndoas
para uso industrial:
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1. guando as améndoss estdc ainda nas
caixas ou nos monles de fermentacio,
a prova em causa delermina o términe
da fase de biofermentagio;

2. as améndoas “curadas” poderfio ser tes-
tadas para determinar-se se a fermen-
tagio prévia ol suficiente, uma ver que
a quimiofermentacfio nfo destréi os an-
tigenos {Levanon & Martelli),

RESUMO

Améndoas e polpa do frute de cacau fo-
ram submetidas a fermentagio em labera-
torio, reproduzindo-se as condigles requeri-
das no processamento rural

Comparando-se exiratos de améndeas fer-
mentadas, de améndoas parcialmente fer-
mentadas e de améndoas bem fermentadas,
foi verificado paralelismo entre o gradual
decréseimo do teor de glicidios e a progres-
siva diminuicio da atividade - imunoclogica,

A natureza glicidica dos antigenos foi evi-
denciada por coloragic com reagentes de
Schiff no material submetido: a gel-eletro-
forese, por cromaiografia e por hidrélise
dcida. Um dos antigenos, “Fragio A”, pre-
‘sente em extratos de améndoas nio fermen-
tadas apresenta ligacfes 1-4, enquanio que
o outro, “Fraco B”, ligaches 1-6.

Por diilise, verificowse que o finico an-
tigeno (“Fracio B”) encontrado em extra-
tos de améndoas incompletamente {ermenta-
das & constituido por moléeulas menores gue
a “Fragho B” encontrada em exiratos de
améndoas fermentadas.

Améndoas adequadas para a indastria de
chocolate nfio mosiram coinponentes imuno-
génicos,

.E proposta uma prova em anel simples e
rapida, para determinacio do gran de fer-
mentagio (gualidade do produte rural) de
améndoas de cacau.
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