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RESUMO 

O presente estudo propõe uma fermentação secundária em amêndoas já 

fermentadas e secas pelo processo tradicional em fazenda da região sul da Bahia 

com o intuito de promover a melhoria do flavor e, consequentemente, o sensorial 

de chocolates com alto teor de cacau. O procedimento de fermentação foi 

conduzido com amêndoas de cacau da variedade forastero utilizando cana-de-

açúcar como meio de cultura e leveduras Saccharomyces cerevisiae que são 

popularmente utilizadas em fabricação de bebidas alcoólicas, sendo realizado em 

temperatura ambiente. Após a fermentação, as amêndoas foram torradas e secas 

para a fabricação de duas bateladas de chocolates 70% cacau: a primeira 

elaborada com amêndoas de cacau refermentadas e a segunda com amêndoas 

de cacau fermentadas somente pelo processo tradicional das fazendas. 

Posteriormente à fabricação do chocolate, foram realizados os doseamentos dos 

fenólicos e taninos totais no qual foi percebido um aumento nas quantidades 

desses compostos após o procedimento desenvolvido. Análises sensoriais para 

os dois lotes de chocolate apontaram melhorias como redução de off-flavors, 

atributos especiais de sabor e redução do amargor. Além disso, foram realizadas 

análises qualitativas por cromatografia líquida de alta eficiência para identificação 

dos principais compostos fenólicos e alcaloides presentes no chocolate. Tais 

compostos são objeto de estudo atualmente devido às suas propriedades 

benéficas em relação à saúde e interferência diretamente em características 

sensoriais negativas para os chocolates com alto teor de cacau. Análises físico-

químicas não apresentaram diferenças significativas nos percentuais de umidade, 

cinzas, proteínas e lipídeos. Além disso, foi possível analisar a capacidade 

antioxidante de ambos os lotes de chocolate sendo que a segunda fermentação 

não interferiu no potencial antioxidante dos produtos. 

Palavras-chave: Cacau, Fermentação, Polifenóis, Chocolate. 

 

 

 

 



vi 
 
 

ABSTRACT 

 

The present study proposes a secondary fermentation in almonds already 

fermented and dried by the traditional process on a farm in the southern region of 

Bahia in order to promote the improvement of the flavor and, consequently, the 

sensory of chocolates with high cocoa content. The fermentation procedure was 

carried out with cocoa beans of the forastero variety using sugar cane as a culture 

medium and Saccharomyces cerevisiae yeasts that are popularly used in the 

manufacture of alcoholic beverages, being carried out at room temperature. After 

fermentation, the beans were roasted and dried to manufacture two batches of 

70% cocoa chocolates: the first made with refermented cocoa beans and the 

second with cocoa beans fermented only by the traditional process on the farms. 

After the manufacture of chocolate, the dosages of phenolics and total tannins 

were carried out, in which an increase in the amounts of these compounds was 

noticed after the procedure developed. Sensory analyzes for the two batches of 

chocolate showed improvements such as reduction of off-flavors, special flavor 

attributes and reduction of bitterness. In addition, qualitative analyzes were carried 

out using high performance liquid chromatography to identify the main phenolic 

compounds and alkaloids present in chocolate. Such compounds are currently the 

subject of study due to their beneficial properties in relation to health and direct 

interference in negative sensory characteristics for chocolates with high cocoa 

content. Physical chemical analyzes did not show significant differences in the 

percentage of moisture, ash, proteins and lipids. In addition, it was possible to 

analyze the antioxidant capacity of both batches of chocolate and that the second 

fermentation did not interfere with the antioxidant potential of the products. 

Keywords: Cocoa, Fermentation, Polyphenols, Chocolate. 
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1 INTRODUÇÃO 

 O cacau é um fruto obtido a partir da árvore da espécie Theobroma cacau 

L. Suas sementes fermentadas e secas são o principal ingrediente para 

fabricação de chocolates. Possui uma série de variedades sendo as mais comuns 

o tipo Forastero, que apresenta notas mais fortes e possui sabor amargo e 

adstringente; Criollo e Nacional (este segundo cultivado especialmente na região 

do Equador) com desenvolvimento de notas mais suaves e classificados como 

cacau fino; e o Trinitário, um híbrido de Forastero e Criollo que possui 

características intermediárias das duas variedades.1-3 A figura 1 apresenta um 

cacaueiro carregado de frutos da variedade forastero. 

 

Figura 1 – Cacaueiro com frutos da variedade CEPEC 2022 (forastero) 

 

Fonte: Fazenda Estrela do Sul, Belmonte/BA (2022) 

 

O tipo Forastero é a variedade mais comum sendo cultivado no Oeste da 

África, Ásia e América do Sul. Representa certa de 85 a 90% da produção 

mundial por ser uma variedade mais resistente a pragas e doenças como a 
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Vassoura de bruxa causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, sendo 

considerada um dos principais problemas fitossanitários da cacauicultura 

mundial4. Por possuir forte sabor amargo e adstringente, necessita de uma 

fermentação mais prolongada podendo chegar até 7 dias.5 

A produção de cacau no Brasil cresceu ao longo dos séculos XVIII a XX 

através da boa adaptação da cacauicultura nos estados do Nordeste 6. Na década 

de 80, o país se tornou um dos maiores produtores de cacau do mundo sendo o 

estado da Bahia um dos destaques devido à influência da cultura no 

desenvolvimento socioeconômico e cultural do estado7. No entanto, no final da 

década de 80 e início de 90, houve um declínio da produção motivado por vários 

fatores, entre eles o plantio desordenado, ausência de controle de pragas, 

esgotamento do solo por técnicas tradicionais de cultivo, ausência de 

desenvolvimento de pesquisas para melhoria da produtividade, baixa qualificação 

de mão de obra, más condições de trabalho, salários aos trabalhadores nas 

fazendas de cacau e queda dos preços internacionais, dentre outros 8,9. 

Atualmente o Brasil é o sétimo maior produtor de cacau do mundo com 

cerca de 265 mil toneladas por ano sendo responsável por cerca de 4% da 

produção mundial, ficando atrás de Costa do Marfim (maior produtor mundial 

representando cerca de 39% da produção mundial), Gana, Indonésia, Nigéria, 

Equador e Camarões10,11. Essa produção é concentrada principalmente nas 

regiões Norte e Nordeste, entretanto, existe uma pequena parcela da produção 

nacional (ca. 2,8%) com plantio de cacau no Norte do Espírito Santo e de Minas 

Gerais. Apesar de ser o estado com maior área de plantio, a Bahia (único 

produtor de cacau da região Nordeste) vem sendo superado pelo estado do Pará 

em volume de produção devido a vários fatores, dentre eles a proliferação de 

pragas nas lavouras cacaueiras ocorridos desde a década de 90 11. 

O fruto do cacaueiro pode ser consumido de diversas formas, como por 

meio de sua polpa, cacau em pó, chocolates, ingredientes para misturas, etc 12,13. 

A cacauicultura vem buscando alternativas para melhorar a rentabilidade da 

produção nas fazendas. Umas das possibilidades que surgiram ao longo dos 

últimos anos foi a industrialização das amêndoas de cacau para produção de 

cacau fino que tem como característica aroma e sabor especial, ou seja, 
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desenvolvem notas de frutas, nozes, flores, etc, e que é matéria prima para a 

fabricação de chocolates finos.14  

Chocolates com alto teor de cacau (e.g. 70% cacau) têm alta tendência de 

mercado devido à procura dos consumidores por produtos saudáveis e que 

proporcionem benefícios à saúde14. No entanto, esse tipo de chocolate possui 

amargor e adstringência acentuados devido à quantidade de determinados 

compostos, como os polifenóis e alcaloides, presentes na estrutura química da 

amêndoa que conferem essas características.  

 O desenvolvimento de culturas iniciadoras para o processo de fermentação 

tem ganhado destaque devido aos benefícios proporcionados como a 

padronização dos processos e obtenção de chocolates de elevada qualidade 

sensorial15. Estudos sobre algumas espécies de leveduras, como as do gênero 

Saccharomyces, demonstraram alta capacidade de produzir etanol e gerar 

compostos nitrogenados, relevantes precursores para a formação do aroma e 

sabor de chocolates especiais, por meio de hidrólise da pectina e proteínas16.  

 Neste sentindo, a pesquisa busca desenvolver uma segunda fermentação 

com baixo custo e que proporcione a melhoria do flavor de amêndoas para 

fabricação de chocolates com alto teor de cacau. 

 

1.1  Manejo pós-colheita e processamento do cacau 

O beneficiamento do cacau para fabricação de chocolates inicia-se nas 

fazendas. Após a colheita e abertura dos frutos, as sementes juntamente com a 

poupa são direcionadas para rumas (amontoado de sementes de cacau sobre 

folhas de bananeira), caixas ou cestos para iniciar o processo de fermentação que 

pode durar até 6 dias dependendo da variedade de cacau.1 A figura 2 demonstra 

um processo de fermentação convencional em cochos de madeira. 
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Figura 2 - Processo de fermentação de sementes de cacau em cochos de madeira cobertos com 
folhas de bananeira 

 

Fonte: Fazenda Santa Rita, Ilhéus/BA (2022) 

 

Durante esse processo uma sucessão de reações promovidas pelas 

bactérias e leveduras conferem sabor, aroma e texturas desejáveis ao produto 

final17. Dentre essas reações bioquímicas é possível citar a hidrólise de açúcares 

e proteínas, oxidação e hidrólise de polifenóis, biossíntese de alcaloides, 

aminoácidos e álcoois e quebra de ácidos graxos3,18. Como produto dessas 

reações é possível citar vários compostos de sabor, como aromáticos, alifáticos, 

terpenos, lactonas, O-heterocíclos e compostos contendo enxofre e nitrogênio 19. 

Aminoácidos livres, formados por meio da hidrólise das proteínas (e.g. 

leucina, alanina, fenilalanina e tirosina)20 e açúcares redutores contribuem para a 

formação dos compostos de sabor durante as reações de Maillard que acontecem 

posteriormente no processo de torrefação. Ao metabolizarem os açúcares da 

polpa de cacau, os microorganismos proporcionam uma elevação de temperatura 

da massa fermentada e produção de ácidos acético e láctico. Esse aumento de 

temperatura promove a morte do gérmen, fazendo com que o grão perca a 

capacidade de germinação, geralmente nas primeiras 24 a 48h da fermentação. 

Neste instante, os compostos se difundem no interior da célula dando início uma 

sequência de reações enzimáticas que produzirão os precursores de sabor e 

aroma.21   

A secagem dos grãos ocorre após a fermentação e tem como objetivo 

reduzir a umidade (6 a 8%), para que sejam armazenados e transportados sem a 

incidência de mofo, e eliminação de compostos voláteis indesejáveis como o 



Programa de Pós-Graduação Multicêntrico em Química de Minas Gerais - UFSJ 

 

18 
 

ácido acético. No decorrer do processo, os precursores de aroma e sabor 

continuam a ser formados bem como o desenvolvimento da cor dos grãos 3. Nas 

fazendas, o processo ocorre em plataformas de madeira denominadas barcaças, 

onde os grãos são espalhados durante o dia para realização da secagem natural 

ao sol por 7 a 8 dias. Nesta etapa ocorre reações de oxidação dos polifenóis 

catalisadas pela enzima polifenoloxidase gerando compostos que vão contribuir 

para a formação do sabor na etapa subsequente.1 

Vale ressaltar que a secagem deve ser bem conduzida e realizada 

imediatamente após a fermentação para evitar resultados indesejáveis ao 

produto. Caso seja lenta, pode facilitar o crescimento de fungos que causarão 

toxinas prejudiciais à saúde; e se for demasiadamente rápida, com emprego de 

elevadas temperaturas, pode comprometer o teor de manteiga de cacau do grão 

fazendo com que seja migrada para testa (película que envolve o grão), sendo 

ambas as possibilidades interferências negativas no sabor e aroma das 

amêndoas18. A figura 3 representa a secagem em barcaças, uma das formas 

tradicionais de secagem utilizada nas fazendas de cacau. 

 

Figura 3 - Secagem de amêndoas de cacau em barcaças (plataformas de madeira) 

 

Fonte: Fazenda Santa Rita, Ilhéus/BA (2022) 
 

Posterior à secagem, as amêndoas são embaladas e direcionadas para as 

indústrias processadoras que produzirão chocolates ou produtos derivados do 

cacau (manteiga, cacau em pó, liquor etc.). O processo de fabricação segue do 

chocolate segue conforme a figura 4 a seguir. 
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Figura 4 - Fluxograma de fabricação de chocolate a partir de amêndoas fermentadas e secas de 
cacau 

 

 

 Ao chegar nas indústrias, o cacau recepcionado e pré-selecionado passa 

pelo processo de torrefação. Esta etapa tem como objetivo transformar os 

precursores de sabor em componentes químicos que irão caracterizar o chocolate 

além de eliminar potenciais microorganismos patogênicos através da alta 

temperatura empregada no processo e facilitar a separação da casca do nibs 

(conteúdo do interior da casca da amêndoa de cacau)2. 

Os nibs separados da casca são triturados inicialmente para posterior 

moagem. Ambos os processos são essenciais para quebra e liberação da gordura 



Programa de Pós-Graduação Multicêntrico em Química de Minas Gerais - UFSJ 

 

20 
 

de dentro das células para que estas possam revestir partículas sólidas não 

gordurosas do chocolate proporcionando uma mudança nas características físicas 

do liquor tornando-o mais espesso. A moagem ideal deve reduzir o tamanho das 

partículas sólidas até menos de 30 mícrons2. 

Rudi Lindt, na Suíça, inventou a concha em 1878 que deu nome ao 

processo de conchagem, etapa importante na fabricação do chocolate uma vez 

que proporciona a eliminação de compostos voláteis indesejáveis, redução da 

umidade e mudanças na textura e cor do chocolate como consequência da 

emulsificação das partículas sólidas e da gordura. O sabor é dependente do 

tempo e da temperatura empregada na etapa. Geralmente temperaturas mais 

altas requer um tempo de conchagem menor.2 

 O chocolate atingindo a textura adequada deve passar pelo processo de 

temperagem. Esta etapa consiste na cristalização controlada necessária para 

induzir a formação sólida da manteiga de cacau através do seu cristal mais 

estável. Nestas condições, a manteiga de cacau apresenta maior temperatura de 

fusão e diminuição de volume proporcionado pela organização dos cristais na 

gordura.22 

 O fluxograma contido no anexo A representa o processamento do grão de 

cacau desde a colheita até obtenção do chocolate.  

 

1.2  Fermentação 

A fermentação é considerada um dos processos principais na fabricação de 

chocolate, onde acontece a morte do gérmen no interior dos grãos e facilita a 

remoção da polpa23. Por meio dela é que os principais compostos precursores de 

sabor e aroma característicos do chocolate serão formados, além do 

desenvolvimento da cor e redução do amargor e adstringência17,23. Vários fatores 

interferem no resultado do produto como clima, genética do fruto, microbiota da 

região, substrato utilizado, métodos de fermentação entre outros1,17,24.  

No cacau, a fermentação apresenta uma sucessão microbiana complexa e 

bem definida protagonizada por três principais grupos de microorganismos: 

leveduras, bactérias ácido-láticas e bactérias ácido acéticas25. Atualmente alguns 

fungos filamentosos tem despertado interesse por produzirem hidrolases 

auxiliando no processo de fermentação26.  
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Com duração entre 48 e 72 horas após quebrar e abrir os frutos, a fase 

anaeróbica da fermentação é conduzida pelas leveduras, na qual ocorre o 

consumo de alguns ácidos orgânico como cítrico e málico e a metabolização dos 

açúcares da polpa em etanol e dióxido de carbono, com aumento da temperatura 

e pH. A sacarose da massa de cacau é convertida em glicose e frutose através da 

enzima invertase, produzida por algumas leveduras.27 Enzimas liberadas por 

esses microorganismos atacam os constituintes da pectina da parede celular das 

células da polpa de cacau. Com o rompimento das membranas celulares, os 

constituintes fluidos são liberados e ocorre o escoamento da polpa de cacau. A 

contínua liquefação da polpa promove vazios entre a massa de cacau 

ocasionando a entrada de oxigênio. A condição aeróbica da massa, elevação do 

pH (à medida que o ácido cítrico é consumido) e aumento do teor alcóolico levam 

à inibição da atividade das leveduras e finalização da fase anaeróbica.1 

O aumento da temperatura da massa também promove a oxidação dos 

polifenóis através da ativação da enzima polifenoloxidase, compostos 

naturalmente encontrados nas sementes de cacau. Durante esta fase as 

metilxantinas (cafeína, teobromina e teofilina) sofrem degradação sendo 

exsudadas pela casca dos grãos e liberadas com os revolvimentos. 25,28 

Alterações nos cotilédones promovidas pela degradação da parede celular 

das sementes e, consequente liberação e difusão dos compostos intracelulares 

liberam enzimas que possuem diferentes estabilidades e podem ser inativadas 

pelo calor, ácidos, polifenóis, dentre outros fatores. Durante a fermentação as 

enzimas aminopeptidase, invertase do cotilédone, invertase da polpa e 

polifenoloxidase são inativadas, a carboxipeptidase é parcialmente inativada e as 

endoprotease e glicosidase permanecem ativas. Na fase anaeróbica, a 

glicosidase participa de reações de hidrólise transformando o complexo de 

pigmentos em açúcares e cianidinas, a invertase hidrolisa a sacarose em frutose 

e glicose, a proteinase participa da reação para formação de peptídeos e 

aminoácidos a partir de proteínas e ocorre a conversão de polifenóis a quinonas 

pela polifenoloxidase. Ao final da fase anaeróbica os produtos das reações 

enzimáticas continuam participando de reações posteriores29. 1,30 

Com a diminuição das leveduras e condições favoráveis ao crescimento de 

bactérias do ácido lático inicia-se a fase de condensação oxidativa, ou fase 
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aeróbica. O aumento da atividade microbiana provoca também o aumento de 

temperatura até atingir 45°C devido às reações exotérmicas, condições 

adequadas para o crescimento das bactérias do ácido acético que oxidam o 

etanol à ácido acético e posterior oxidação deste a dióxido de carbono e água. A 

acidez nos grãos e a alta temperatura da massa causam a morte do gérmen com 

difusão de componentes celulares nos cotilédones e início de uma série de 

reações que formarão os precursores de aroma e sabor.1,31,32  

Na fase aeróbica, as cianidinas e os complexos formados de proteínas e 

fenólicos sofrem reações oxidativas transformando a coloração violeta dos 

cotilédones em marrom à medida que os compostos de pigmento (cianidinas) vão 

reagindo. As quinonas reagem com compostos de hidrogênio, que por sua vez 

formam complexos com aminas, ácidos e compostos com enxofre levando à 

diminuição do amargor e adstringência durante a etapa de torrefação. 30 

Alguns países utilizam técnicas variadas de fermentação de grãos de 

cacau. No Brasil e Malásia utilizam-se caixas de madeiras, Gana e Costa do 

Marfim normalmente pilhas (amontoados) de sementes de cacau, em Gana 

também são utilizadas bandejas e no Equador plataformas de fermentação.33 

Nos últimos anos, a utilização de leveduras como culturas iniciadoras para 

fermentação de cacau tem sido alvo de interesse, principalmente em relação à 

algumas espécies dos gêneros Saccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida 

e Torulaspora16,31,34. A espécie de levedura que mais tem sido utilizada é a 

Saccharomyces cerevisiae, que tem a capacidade de absorver e metabolizar 

açúcares redutores produzindo compostos aromáticos entre outras substâncias, 

além de possuir alta atividade pectinolítica e prevenir crescimento de 

microorganismos patogênicos 17,35,36.  

 

1.3  Polifenóis e alcaloides do cacau 

Os polifenóis ou compostos fenólicos são produtos do metabolismo 

secundário das plantas e são sintetizados por meio de duas vias principais: via do 

chiquimato e via do acetato. Durante décadas, despertaram interesses nos 

cientistas por serem essenciais à fisiologia das plantas e por suas diversas 

aplicabilidades como na indústria alimentícia, produção de tintas, papel etc. 

Alguns polifenóis, como os flavonoides têm sido aplicados como antibióticos, 
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agentes antidiarreicos, antiulcerosos e anti-inflamatórios assim como no 

tratamento de doenças como hipertensão, fragilidade vascular, alergias e 

hipercolesterolemia dentre outras.37 

Estes compostos se apresentam em suas formas simples, como os ácidos 

fenólicos, até formas altamente polimerizadas como os taninos, ocorrendo 

principalmente na forma conjugada com um ou mais resíduos de açúcar (e.g. 

monossacarídeos, dissacarídeos, oligossacarídeos) ligados a grupos hidroxilas ou 

por meio de ligações diretas do açúcar ao átomo de carbono do anel aromático.37  

Amêndoas de cacau são ricas em polifenóis (circa 14 a 20% do peso do 

grão seco), compostos com função antioxidante38. Dentre esses compostos 

destacam-se em maiores quantidades os flavonoides como monômeros de 

catequinas e epicatequinas (ca. 37%), proantocianidinas (ca. 58%) e em menor 

quantidade as antocianinas (ca. 4%) 23,39,40. A figura 5 apresenta a estrutura 

molecular das moléculas de (+)-catequina e (-)-epicatequina. 

 

Figura 5 - Estrutura molecular (+)-catequina, (-)-epicatequina, proantocianidina B1 e 

proantocianidina B2 
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Os flavonoides (e.g. catequina, epicatequina, galocatequina) são comuns 

como monômeros livres e constituintes dos taninos condensados. Os taninos (e.g. 

proantocianidinas) são moléculas hidroxiladas capazes de complexar com 

proteínas e carboidratos formando compostos insolúveis sendo responsáveis pela 

adstringência dos alimentos ricos dessas moléculas, devido à precipitação de 

proteínas salivares. As antocianinas, responsáveis pela cor, representam o grupo 

mais importante de pigmentos de plantas e frutos. Estas por sua vez podem se 

condensar com outros flavonoides dando origem a pigmentos poliméricos.37  

As células de pigmento presentes nos cotilédones dos grãos de cacau 

possuem um único vacúolo contendo polifenóis e alcaloides (cafeína, teobromina 

e teofilina)41. Estes compostos, especialmente as proantocianidinas e flavan-3-óis 

(catequina e epicatequina) conferem amargor e adstringência ao cacau1,42,43. 

Alcaloides e polifenóis juntamente com proteínas e carboidratos participam 

de várias reações de formação de sabor durante o processamento do cacau. A 

variabilidade desses componentes nos grãos é determinada por fatores como o 

genótipo da planta, cultivo e as condições do ambiente.44 

Grãos de cacau crus contém cerca de 4% de alcaloides sendo a 

teobromina a principal metilxantina representando 2 a 3% do total desses 

compostos44,45. Em seguida, a cafeína (ca. 0,2%) em menor proporção e a 

teofilina apenas como vestígios. Possuem atividades farmacológicas como a 

estimulação do sistema nervoso, efeitos cardiovasculares, broncodilatação, 

diurese, estimulação da secreção gástrica e em altas doses pode proporcionar a 

estimulação dos músculos esqueléticos.46 A figura 6 representa a estrutura 

molecular da teobromina e cafeína, principais alcaloides presentes no cacau. 
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Figura 6 - Moléculas de teobromina e cafeína 

 

 

Durante a fermentação há uma redução significativa do amargor e 

adstringência dos grãos como resultado da liberação dos alcaloides (ca. 30%) e 

polifenóis (ca. 20%) das células de armazenamento. Esses últimos se difundem 

com os demais componentes presentes no meio e sofrem oxidação e 

complexação em alta massa molecular formando principalmente taninos 

insolúveis. Estes complexos podem ocorrer entre polifenóis, quinonas, proteínas e 

peptídeos fazendo com que ocorra uma diminuição da adstringência e 

solubilidade. As antocianinas são hidrolisadas em antocionidinas resultando em 

um branqueamento da cor roxa dos cotilédones. A enzima polifenoloxidade, ativa 

nesse processo, converte os polifenóis em quinonas.29 

O estudo realizado por Jinap e colaboradores (2005)47 indicou que a 

redução da adstringência em produtos de cacau é consequência também de 

interações dos polifenóis com proteínas ao longo do processo por reduzirem a 

capacidade dos polifenóis de precipitar proteínas salivares ricas em prolina 

diminuindo a sensação adstringente. 

No decorrer da fermentação há redução de cerca de 70% no teor de 

polifenóis e 90% de epicatequina18. Ryan e colaboradores (2016)48 demonstraram 

que a perda de flavonoides e compostos fenólicos totais durante o processamento 

do cacau não está relacionado à redução da bioatividade e consequente perda de 

seus benefícios à saúde. Aikpokpodion e Dongo (2010)49 ao estudarem a 

capacidade antioxidante do primeiro ao sexto dia de fermentação puderam 
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concluir que mesmo ao final do processo, quando há uma redução na quantidade 

de polifenóis totais do sistema, a concentração final desses compostos ainda é 

suficiente para garantir uma alta capacidade antioxidante nas amêndoas de 

cacau.  

 

1.4  Compostos voláteis do cacau 

As principais reações químicas responsáveis pelo desenvolvimento do 

sabor e aroma do chocolate ocorrem durante a fermentação, secagem, torra e 

conchagem dos grãos de cacau.50 Dentre essas reações, a principal e a que dá 

ao cacau o sabor e aroma característico de chocolate é a Reação de Maillard, que 

acontece entre o grupo carbonila dos açúcares redutores e grupo amino dos 

aminoácidos livres e proteínas51,52, conforme demonstrado na figura 7. 

 

Figura 7 - Esquema de reação de formação de iminas durante a reação de Maillard 

 

 

A formação destes compostos é dependente da composição química do 

grão de cacau cru que varia conforme o genótipo da planta, manejo de cultivo e 

pós-colheita e o meio ambiente. Alcaloides, polifenóis, proteínas e carboidratos 

são os principais componentes químicos dos grãos que participam dessas 

reações.44  



Programa de Pós-Graduação Multicêntrico em Química de Minas Gerais - UFSJ 

 

27 
 

Baixos teores de aldeídos são sintetizados durante as etapas de 

fermentação e secagem51. Três principais aldeídos que dão característica ao 

aroma de chocolate são produzidos a partir de aminoácidos na etapa de 

torrefação dos grãos de cacau, sendo eles 2-metilpropanal (derivado da valina), 2-

metilbutanal (derivado da isoleucina) e 3-metilbutanal derivado da (leucina)51,53,54.  

Os ésteres contribuem para o perfil aromático dos chocolates e são 

sintetizados no processo de fermentação através do metabolismo de leveduras, 

sendo associados a flavor frutado. O acetato de etila é um dos compostos dessa 

classe sendo produzido por meio do etanol e ácido acético sintetizados 

inicialmente nesta etapa51. Além deste, outros ésteres são produzidos como o 

acetato de isobutil, acetato de isoamila, acetato de feniletila, isopentanoato de 

metila e isovalerato de metila44,55. 

As cetonas também contribuem para o sabor do cacau e são produzidas 

durante a fermentação sendo as principais encontradas no chocolate a 2-

heptanona, 2-pentanona, 2-nonanona, acetofenona e acetoína. Estes compostos 

carbonílicos, assim como os aldeídos geralmente são formados através da 

degradação de Strecker a partir de aminoácidos durante a etapa de torrefação.44 

Outros compostos voláteis de grande importância na formação do aroma e 

sabor do cacau são as pirazinas sendo a maioria produzida durante a torrefação 

por meio da Reação de Maillard e Degradação de Strecker. Metilpirazina, 2,3-

dimetilpirazina, 2-etil-5-metilpirazina, trimetilpirazina, 2,5-dimetil-3-etilpirazina, 2,6-

dimetil-3-etilpirazina e tetrametilpirazina são as principais pirazinas identificadas 

no aroma do chocolate51.  

Os álcoois são produzidos a partir da fermentação dos grãos. Contribuem 

significativamente para reações de esterificação com formação de acetatos. Os 

principais álcoois identificados ao longo do processamento são 2-fenetiletanol e 

2,3-butanodiol.55 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

O objetivo deste trabalho é promover a melhoria do flavor de amêndoas de 

cacau do tipo forastero para fabricação de chocolates com alto teor de cacau, a 

partir de um processo biotecnológico de baixo custo e aproveitar os subprodutos 
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gerados para síntese de um produto inovador. 

 

2.2 Objetivos específicos 

❖ Conduzir fermentação extra (segunda fermentação) em um lote de 

amêndoas de cacau secas já fermentadas por processo tradicional na 

fazenda de origem, por meio de inoculação de levedura comercial e meio 

de cultura diferentes dos que estão presentes na poupa natural do fruto de 

cacau; 

❖ Realizar extração de fenólicos e alcaloides objeto de estudo; 

❖ Realizar análise sensorial do lote antes e após refermentação; 

❖ Desenvolver metodologia de análise no CLAE para identificação de 

compostos fenólicos e alcaloides presentes na matriz do chocolate; 

❖ Determinar fenólicos e taninos totais presentes no chocolate feito com 

amêndoas do processo tradicional e no chocolate feito com amêndoas que 

foram submetidas ao segundo processo de fermentação; 

❖ Determinar a capacidade antioxidante dos dois lotes; 

❖ Determinar composição físico-química dos lotes por meio de análises de 

proteínas, lipídeos, carboidratos, cinzas e umidade; 

❖ Determinar o perfil dos compostos voláteis. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Refermentação 

A refermentação ocorreu em um período relativamente rápido (3 dias), 

considerando o seu início até a estabilização do processo, indicativo de boa 

atividade biológica das leveduras mesmo em condições adversas, ou seja, em 

temperaturas mais elevadas.   

Após a fermentação as amêndoas foram secas em estufa, torradas e 

posteriormente utilizadas na produção dos chocolates para realização das 

análises de interesse. Houve um rendimento considerando o peso inicial das 

amêndoas antes da fermentação (1,1 kg) e após a lavagem e secagem (1,262 kg) 

o que demonstra uma certa absorção da garapa utilizada no processo. Ao final do 

processo de torra, as amêndoas apresentaram uma perda de cerca de 4% do 

peso anterior à fermentação.  
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Foram feitas duas bateladas de chocolate sendo uma com as amêndoas 

refermentadas (lote 01721) e outra com as amêndoas secas de mesmo lote de 

cacau, porém fermentadas apenas pelo processo tradicional das fazendas (lote 

01921).  

 

 3.2 Análise Sensorial 

 Conforme relatórios de análise 417 (lote 01721) e 418 (lote 01921) (anexo 

B) é possível inferir uma melhora na característica de amargor, a qual possuía 

amargor fenólico residual no lote de chocolate elaborado pelo processo tradicional 

e que era esperado possuir maior quantidade de compostos fenólicos que o lote 

processado com amêndoas refermentadas. Nota-se também a eliminação de off-

flavor (defeito) sobrefermentado/ pútrido presente no lote tradicional de chocolate, 

parâmetro este muito comum quando ocorre uma fermentação por mais tempo do 

que o necessário para as amêndoas em questão. Sendo assim, sugere-se que a 

segunda fermentação pode ser capaz de corrigir defeitos causados por uma 

fermentação excessiva das amêndoas de cacau. 

Houve também alteração no perfil dos aromas e sabores perceptíveis pelos 

avaliadores, além de uma melhora no quesito “nota para sabor cacau” o qual 

apresentou nota ótima para o lote que passou pelo processo desenvolvido, sendo 

que o lote feito com as amêndoas processadas por meio do processo tradicional 

apresentou boa nota para sabor cacau. É possível constatar também que 

algumas notas permaneceram inalteradas.  

Por fim, tem-se que a nota de qualidade global para o lote de chocolate 

tradicional sugere a presença de off-flavor em baixa intensidade e atributos 

básicos (cacau, amargor, adstringência e acidez) sem muita complexidade o que 

leva a um sabor simples para este lote. Já o lote refermentado apresentou nota 

para qualidade global mais elevada sendo classificada com ausência de off-flavor 

e destaque de alguns atributos complementares. As figuras 8 e 9 apesentam o 

gráfico aranha referente ao perfil sensorial dos lotes de chocolate tradicional 

(amostra 418/ lote 01921) e chocolate com amêndoas refermentadas (amostra 

418/ lote 01721), respectivamente. 
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Figura 8 - Resultado da análise sensorial da relação de atributos e notas para amostra de 
chocolate processado com amêndoas tradicionais (lote 01921). 

 

Cacau: 4,5; acidez: 3,5; amargor: 4,0; adstringência: 3,5; doce: 3,5; frutas frescas: 3,0; frutas 
marrons: 4,0; amendoado: 2,0; floral: 2,0; madeira: 2,0; especiarias: 2,0; torrado: 4,5; off-flavor 

sobrefermentado: 1,5. Notas 0-10. 
Fonte: CIC, 2022. 

 

Figura 9 - Resultado da análise sensorial da relação de atributos e notas para amostra de 
chocolate processado com amêndoas refermentadas (lote 01721). 

 

Cacau: 5,0; acidez: 4,0; amargor: 3,5; adstringência: 3,0; doce: 4,5; frutas frescas: 3,0; frutas 
marrons: 4,0; amendoado: 3,0; floral: 1,5; madeira: 2,0; especiarias: 2,0; torrado: 5,0. Notas 0 a 10. 

Fonte: CIC, 2022. 
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3.3 Análise Química 

3.3.1 Doseamento de fenólicos totais e taninos totais 

 Os resultados demonstraram um aumento no teor de fenólicos totais de 

cerca de 20% no lote de chocolate feito com amêndoas de cacau refermentadas 

passando de 2,31 ±0,06 a 2,78 ± 0,02 mg EAG/g, considerando as amostras de 

chocolate desengordurado e cerca de 6% (de 3,46 ± 0,09 para 3,75 ± 0,09 mg 

EAG/g) no extrato fenólico obtido a partir do chocolate desengordurado.  

 

Tabela 1 - Teores de Fenólicos e Taninos Totais de amostras de chocolates e extratos de 
chocolate antes e depois das amêndoas refermentadas. 

Amostras de chocolates e 
extratos 

Fenólicos Totais 
(mg ¹EAG/g de amostra) 

Taninos Totais 
(mg ¹EAG/g de amostra) 

²CD 017  2,78 ± 0,02a 2,46 ± 0,09a 

³E 017  4,04 ± 0,10b 3,75 ± 0,09b 

CD 019  2,31 ± 0,06c 1,45 ± 0,09c 

E 019 3,78 ± 0,14d 3,46 ± 0,09d 

Fonte: Elaborada pela autora. 
Nota: ¹Equivalente ácido gálico por grama; ²Chocolate desengordurado e ³Extrato fenólico 
concentrado. 
²médias e desvios padrão seguidos por letras iguais na mesma coluna não diferem 
significativamente (Anova/ Tuckey p>0,05) 
 

 A variação na quantidade de polifenóis pode ser explicada pela utilização 

do caldo de cana como substrato considerando que, apesar de possuir açúcares 

em maiores proporções na sua composição, apresenta também polifenóis 

presentes em sua matriz podendo ter sido retido nos cotilédones durante a 

segunda fermentação. Theodorovski e colaboradores (2014)56 caracterizaram o 

caldo de cana líquido e obtiveram valor de catequina de 602,01 ± 21,87 mg.L-1, o 

que corrobora com a hipótese inicialmente levantada sobre a composição do 

caldo de cana interferir nos resultados. 

Pode-se sugerir também baixa atividade da enzima polifenoloxidase 

durante a fermentação, não comprometendo os polifenóis resultantes da 

fermentação convencional realizada nas fazendas. A enzima polifenoloxidase é 

responsável pela degradação dos compostos fenólicos por meio de sua atividade 

em reações enzimáticas de escurecimento e pela coloração marrom dos grãos de 

cacau15. Esta enzima possui boa atividade em temperaturas entre 42 a 45°C, 

sendo que outros fatores como a polimerização e exsudação dos líquidos 
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formados durante a fermentação podem diminuir sua função57,58. 

 A presença de fenólicos totais em maiores quantidades nos chocolates é 

desejável devido às suas capacidades antioxidantes, mas estes compostos estão 

relacionados ao amargor e adstringência, características indesejáveis ao 

produto.59 No entanto, nota-se que apesar do aumento na quantidade dos 

compostos no lote refermentado, têm-se uma melhora no perfil sensorial o que 

torna ainda mais interessante a considerar a capacidade antioxidante do produto.  

 O aumento nas concentrações de taninos totais verificado por meio da 

análise sugere polimerização dos fenólicos durante o segundo processo de 

fermentação. 

 

3.3.2 Análise qualitativa de fenólicos e alcaloides via CLAE-DAD 

 A figura 10 mostra os perfis cromatográficos das amostras de chocolate 

avaliadas quanto a seus extratos fenólicos analisadas em 254 nm. É possível 

observar que os picos 1-4 possuem tempos de retenção e absorção similares 

sugerindo a presença dos mesmos compostos em ambas as amostras.  

 

Figura 10 - Perfil cromatográfico das amostras de extratos fenólicos dos lotes de chocolate 01721 
(refermentado) e 01921 (tradicional) 

 

 

Os compostos foram determinados com auxílio dos padrões de teobromina, 

catequina, epicatequina e cafeína que foram analisados isoladamente e 

posteriormente eluídos juntos em ambas as amostras de chocolate. A figura 11 

apresenta o cromatograma dos padrões de teobromina, catequina, epicatequina e 

cafeína, respectivamente.  
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Figura 11 - Perfil cromatográfico dos padrões de teobromina, catequina, cafeína e epicatequina. 

 

 

Ao eluir os padrões e as amostras juntos é possível notar um aumento na 

intensidade dos picos 1 a 4, sendo possível correlacioná-los aos padrões de 

teobromina, catequina, cafeína e epicatequina respectivamente, conforme mostra 

figuras 12 e 13.  

 

Figura 12 - Cromatograma do lote de chocolate 01721 (refermentado) e o mesmo lote adicionado 
dos padrões (STD) de teobromina (1), catequina (2), cafeína (3) e epicatequina (4). 
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Figura 13 - Cromatograma do lote de chocolate 01921 (tradicional) e o mesmo lote adicionado dos 
padrões (STD) de teobromina (1), catequina (2), cafeína (3) e epicatequina (4). 

 

 

Também foram obtidos os espectros de UV-vis de cada um dos picos 

indicados nos cromatogramas e correlacionados com os padrões utilizados 

(ANEXOS) para correlacionar com os dados apresentados por CLAE.  

A amostra de chocolate do lote 01921 apresentou áreas relativamente 

maiores que a amostra do lote 01721 do chocolate refermentado conforme dados 

da tabela 2. As diferenças nas áreas dos picos sugerem concentrações de 

teobromina, catequina, cafeína e epicatequina no lote tradicional (01921) 

relativamente maior que no lote de amêndoas de cacau refermentadas. Estes 

compostos contribuem com a capacidade antioxidante, amargor e adstringência 

conferidos aos chocolates18. Considera-se positiva a redução destes compostos 

do ponto de vista sensorial pelo fato de trazer ao produto atributos negativos. 

 

Tabela 2 - Área dos picos dos cromatogramas referente às amostras de chocolate analisadas via 
CLAE-DAD 

Picos 
Amostra  

01721 
Amostra  

01921 

1  4293849 4386991 

2  372866 519976 

3  847765 1047622 

4 150719 187232 

Fonte: Elaborado pela autora 



Programa de Pós-Graduação Multicêntrico em Química de Minas Gerais - UFSJ 

 

35 
 

Considerando os resultados da análise por CLAE é possível notar uma 

redução dos principais compostos fenólicos (monômeros de catequina e 

epicatequina). Correlacionando estes dados aos obtidos através do doseamento 

de fenólicos e taninos totais é possível sugerir reações de polimerização desses 

compostos, uma vez que o lote refermentado apresentou uma dosagem maior 

(ca. 1,01 mg EAG/g) de taninos totais o que pode ter contribuído para a redução 

do amargor e adstringência do chocolate. 

 

3.3.3 Capacidante antioxidante  

 Com base nos resultados da atividade antioxidante dos dois lotes de 

chocolate foi possível constatar que a diferença de percentual entre eles não foi 

estatisticamente significativa, após Análise de Variância (ANOVA) para 

comparação das médias e teste de Tukey realizado com nível de significância 

mínimo de 5% (p>0,05). Os resultados dos ensaios das amostras de chocolate 

estão apresentados na tabela 3. 

  

Tabela 3 – Capacidade antioxidante pela redução de 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) pelas 
amostras de chocolate em diferentes concentrações 

Amostras 
Atividade de redução de DPPH (%) 

5 µg/mL 50 µg/mL 500 µg/mL 

01721 18,88 ± 3,03ª 23,104 ± 2,25b  33,33 ± 0,50c 

01921 18,45 ± 0,30ª  24,464 ± 0,61b  34,33 ± 1,06c 

Fonte: Elaborada pela autora 
Nota: médias e desvios padrão seguidos por letras iguais na mesma coluna não diferem 
significativamente (Anova/ Tuckey p>0,05) 

  

Através da análise realizada nas três concentrações da amostra (5, 50 e 

500 µg/mL) nota-se que é necessária uma quantidade maior de amostra para 

inibir a concentração inicial do DPPH visto que na concentração de 5 µg/mL a 

amostra apresentou potencial antioxidante menor.  

A capacidade antioxidante dos chocolates está relacionada à compostos 

presentes como os polifenóis. Esses compostos são capazes de neutralizar 

radicais livres no organismo, moléculas altamente instáveis que podem provocar 

danos celulares proporcionando o surgimento de doenças crônicas como 

consequência do estresse oxidativo como doenças neurodegenerativas, 
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cardiovasculares, câncer, diabetes etc60. Quanto maior o teor de cacau no 

chocolate, maior a capacidade antioxidante sendo esta, propriedade benéfica 

proporcionada pela composição química do cacau.  

Os resultados demonstraram que o segundo processo de fermentação não 

influenciou significativamente o potencial antioxidante do chocolate, sendo 

considerado um ponto positivo visto que foi possível melhorar as características 

sensoriais do produto sem interferência negativa nas propriedades do chocolate. 

 

3.3 4 Composição físico-química dos chocolates 

 Ambos os lotes de chocolates foram analisados quanto ao teor de 

umidade, gordura, cinzas e proteínas conforme resultados apresentados na tabela 

4 a seguir. 

 

Tabela 4 - Análises físico-químicas das amostras de chocolate com amêndoas refermentadas 
(01721) e com amêndoas tradicionais (01921) 

Amostras Cinzas (%) Umidade (%) Gordura (%) Proteínas (%) 

01721 0,22 ± 0,03ª 3,74 ± 0,31b 63,20 ± 0,03c 4,97 ± 0,02d 

01921 0,54 ± 0,20ª 3,55 ± 0,31b 63,19 ± 0,15c 5,21 ± 0,00d 

Fonte: Elaborada pela autora 
Nota: Médias e desvios padrão seguidos por letras iguais na mesma coluna não diferem 
significativamente (Anova/ Tuckey p>0,05). 

 

 Os dados foram comparados estatisticamente por meio de análise de 

variância (ANOVA) e teste de Tukey e não apresentaram diferenças significativas 

entre os parâmetros analisados o que demonstra que o processo de 

refermentação das amêndoas não influenciou os parâmetros físico-químicos dos 

chocolates.  

 Os valores de umidade, cinzas e lipídeos obtidos foram comparados com 

os padrões estabelecidos pela legislação (Resolução n°12/1978)61 de no máximo 

2,5%, máximo 3% e mínimo 20% respectivamente. Apenas o valor de umidade 

está acima do preconizado pela legislação demonstrando a necessidade de 

ajustes nas etapas de secagem e torra das amêndoas.  

 Os valores de proteína obtidos se assemelham ao estudo da composição 

centesimal realizado por Jamile62 com valores cerca de 5%.  
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3.3 5 Determinação de compostos voláteis  

 Foi realizada a extração dos compostos voláteis via metodologia 

headspace porém a metodologia de análises por cromatografia gasosa – 

espectrometria de massas não foi totalmente definida impossibilitando ser 

realizada análise do perfil dos compostos voláteis nesse estudo. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Fermentação 

Para o processo de fermentação foram usados: 

❖ Amêndoas de cacau secas;  

❖ Caldo de cana; 

❖ Levedura de cerveja belga ABBAYE (Saccharomyces cerevisiae) 

As amêndoas foram obtidas na Fazenda Santa Rita situada em Ilhéus – BA 

a qual utiliza um processo convencional de manejo pós-colheita, realizando 

fermentação natural em coxos construídos em madeira cobertos com folhas de 

bananeira no estágio inicial da fermentação e secagem natural ao sol/estufa. 

A fermentação foi conduzida a partir de amêndoas secas já fermentadas 

por processo tradicional nas fazendas. Optou-se por utilizar amêndoas de cacau 

da variedade Forastero. Esta variedade e seus descendentes possuem 

características como forte amargor e adstringência, devido à quantidade de 

compostos fenólicos presentes em suas células (ca. 30 a 60% comparado à 

variedade Criollo).63 Levou-se em consideração também a variedade que é menos 

aromática e sua proporção de produção mundial em relação à outras variedades 

visando obter melhores resultados em relação ao perfil químico e sensorial. 

O caldo de cana foi obtido da plantação particular em um sítio da região de 

Pará de Minas, Minas Gerais. As canas foram cortadas e o caldo extraído no 

mesmo dia, peneirado e conservado em geladeira por um período máximo de 12 

horas após extração até sua utilização. 

Nos últimos anos, quatro espécies de leveduras têm sido alvo de estudos 

sobre a identificação desses microorganismos no processo de fermentação do 

cacau: Saccharomyces cerevisiae, P. kudriavzevii, Pichia manshurica and 

Hanseniaspora opuntiae, sendo a primeira possivelmente a mais comum25. 
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Saccharomyces cerevisiae e P. kudriavzevii se destacaram pela capacidade de 

produzir compostos voláteis como ésteres, álcoois e aldeídos responsáveis por 

aromas frutados, florais e doces, desejáveis ao chocolate64. Outras características 

importantes dessas espécies são a capacidade de adaptação às condições 

ambientais e inibição do crescimento de microorganismos putrefativos31. 

Para a escolha do microrganismo foi levado em consideração o estudo feito 

por Meersman e colaboradores (2016)65 em que utilizaram híbridos de leveduras 

da espécie Saccharomyces cerevisiae que combinavam características 

importantes de termotolerância e grande produção de ésteres aromáticos voláteis, 

álcoois e aldeídos, como culturas iniciais para fermentação da polpa de cacau, 

sendo estas capazes de modular o sabor e aroma dos chocolates. Além disso, tal 

espécie produz toxinas que evitam a proliferação de microorganismos 

indesejáveis25. Neste sentido, esperava-se obter um processo fermentativo 

eficiente relacionado ao aspecto sensorial e com um custo reduzido, 

considerando a realização do processo em temperatura ambiente, sem a 

necessidade de equipamento de controle de temperatura.  

 

4.1.1 Procedimento 

 Inicialmente foi realizado a sanitização de todos os utensílios utilizados no 

processo com Iodophor (1% em água), sanitizante muito usado na indústria de 

alimentos pela sua ampla ação germinicida e por não necessitar enxágue, não 

deixando resíduos que possam afetar o processo e impactar a saúde 

negativamente.  

 O processo de fermentação foi realizado em baldes (capacidade 3,5 L) de 

polipropileno 100% alimentício e livre de Bisfenol A (BPA). O balde foi adaptado 

com uma torneira na parte inferior e abertura na tampa para inserção de um 

airlock. 

As alterações foram necessárias para evitar a entrada de oxigênio no 

mosto durante processo de fermentação. Após a higienização do recipiente, foram 

acrescentados 3 litros de caldo de cana, devidamente peneirados para eliminação 

de resíduos sólidos da extração. Em seguida, foi adicionado 1,1 kg de amêndoas 

de cacau secas e fermentadas pelo processo de fermentação convencional da 

fazenda. As amêndoas permaneceram imersas no caldo de cana por um período 
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de 15 minutos até a inclusão da levedura. 

 A preparação da Saccharomyces cerevisiae ocorreu conforme especificado 

pelo fabricante (Danstar Ferment A. G.), com hidratação em 100 mL de água 

mineral por 15 minutos e posterior agitação do recipiente para homogeneização, 

aguardando por mais 15 minutos. Em seguida, a levedura foi inoculada no 

recipiente da fermentação e o balde fechado hermeticamente. O processo foi 

conduzido em temperatura ambiente (25 a 30°C) e controlado por um refratômetro 

a cada 12 horas. Os resultados seguiram conforme Figura 14. Após 

homogeneização dos produtos da fermentação foi feito a medição inicial do Brix o 

qual apresentou valor de 17°Bx ou densidade de 1068 kg/m³. Com o progresso da 

fermentação ocorre a transformação dos açúcares do caldo de cana em etanol 

pelas leveduras e consequentemente há a redução da densidade do mosto. A 

fermentação finalizou após 48 horas. Com o intuito de confirmar o processo final 

da fermentação foram realizadas mais duas medições para verificar a 

estabilização do processo em 7°Bx ou 1028 kg/m³.  

 

Figura 14 - Densidade ao longo do processo de fermentação de amêndoas secas de cacau 
forastero 

  

 

 Após o término da fermentação as amêndoas foram lavadas e o produto 

gerado da refermentação (aguardente de cacau) segregado em garrafa pet 

devidamente higienizada e congelado em freezer para posterior destilação. 
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4.2 Secagem 

 O método de secagem foi realizado em estufa mantida a uma temperatura 

constante de 40°C em um período de 36 horas afim de permitir melhor controle 

das variações de temperatura do processo sobre o produto.  

 

4.3 Torra 

 O processo de torra foi conduzido em estufa mantida à temperatura 

constante de 120°C para eliminação de compostos voláteis indesejáveis e 

redução da umidade do grão abaixo de 7%. Ao final do processo as amêndoas 

atingiram temperatura média de 111°C. Esse processo além de proporcionar o 

desenvolvimento dos compostos de aroma e sabor que darão características ao 

chocolate, auxilia na próxima etapa de fabricação facilitando a quebra das 

amêndoas e separação da casca. 

 

4.4 Fabricação do Chocolate 

 Após processo de torra, as amêndoas foram dispostas em pedra de granito 

por cerca de 24h para um resfriamento rápido que tem por objetivo interromper as 

reações que continuam acontecendo em altas temperaturas, mesmo após a 

retirada do forno. Em seguida, foi realizada a quebra e o descasque em 

equipamento próprio desenvolvido para a obtenção do nibs de cacau utilizado na 

receita do chocolate e separação deste da casca. 

 Os nibs de cacau passaram então por uma pré-moagem em liquidificador 

ARNO modelo doméstico, para redução da granulometria e transformação do nibs 

em pó, possibilitando maior eficiência no processo seguinte. Em seguida o 

produto foi direcionado para a melanger (moinho de pedras utilizado para realizar 

o refino e conchagem do chocolate) para fazer com que a massa de chocolate 

atinja granulometria inferior a 20µm em menor tempo. 

 A receita do chocolate foi balanceada para 1kg de produto, considerando a 

capacidade mínima de moagem da melanger marca Premir – capacidade 4,5kg. 

Como se pretendia obter um produto com alto teor de cacau e que atingisse maior 

aceitação sob o aspecto sensorial pela maioria dos consumidores, optou-se por 

elaborar uma receita de chocolate 70% cacau que tem como ingredientes 70% de 

liquor de cacau (nibs moídos formando uma pasta fluida) e 30% de açúcar 
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demerara orgânico. Essa mistura permaneceu por 48 horas em processo de 

refino, até que a textura do chocolate não apresentasse grânulos de tamanho 

sensível ao perceptível pela língua.  

 Ao finalizar o processo de refino e conchagem, o chocolate foi retirado da 

melanger para o processo de têmpera realizado de forma manual, onde a massa 

foi depositada em uma superfície de granito devidamente higienizada e o produto 

agitado por meio de espátulas até atingir temperatura de 30°C, monitorada por 

termômetro a laser, com posterior aquecimento até 31°C utilizando um secador 

próprio marca Arno para tal finalidade. Em seguida, o chocolate foi distribuído em 

moldes de barras de 40g e inseridos em geladeira a uma temperatura média de 

10°C para finalização da cristalização, até desprendimento das barras do molde. 

Posteriormente, as barras foram retiradas da geladeira para estabilização da 

temperatura e embaladas. 

 Foram realizadas duas bateladas de chocolate: a primeira, após o processo 

de fermentação detalhado acima. A segunda realizada a partir de amêndoas 

secas sem passar pelo processo de refermentação. Ambas foram analisadas 

quimicamente e sensorialmente para avaliação dos resultados do processo 

desenvolvido. Vale ressaltar que a partir do processo de torra, ambos os lotes de 

chocolate respeitaram os mesmos parâmetros de torra e fabricação até a 

produção final das barras. 

 

4.5 Análise Sensorial 

Duas amostras de cada um dos lotes de chocolate foram enviadas ao 

Centro de Inovação do Cacau (CIC) em Ilhéus/Bahia para realização de análise 

sensorial (teste afetivo/ teste de aceitação). O laboratório trabalha desde 2017 

realizando análises em cacau e chocolate prestando serviços a produtores de 

variados portes até indústrias processadoras. A análise foi conduzida pela gerente 

de qualidade do CIC, Adriana Reis, bióloga, com mestrado em genética e biologia 

molecular, doutora em biotecnologia na área de bioprospecção de 

microrganismos da fermentação de cacau e atuante na qualificação do cacau do 

Brasil auxiliando os produtores a alcançarem melhores resultados. A análise foi 

conduzida seguindo a metodologia do Guia para Avaliação Sensorial de 

Amêndoas de Cacau e Chocolate da Cocoa of Excellence (edição 2021) com um 
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painel de 5 degustadores especializados. 

 

4.6 Extração de compostos fenólicos e alcaloides 

Para obtenção dos compostos de interesse da matriz utilizou-se como 

referência o estudo de Hammerstone e colaboradores (1999).66 

Uma amostra de cada um dos dois lotes de chocolate temperados (01721 e 

01921) foram moídas em liquidificador ARNO e posteriormente congeladas até a 

extração da gordura. 

Os lipídios foram retirados de 45g de chocolate, extraídos três vezes em 

450 mL de hexano. Ao final da extração obteve-se aproximadamente 36g e 27g 

de material desengordurado referente aos lotes 01721 e 01921, respectivamente.  

 Os polifenóis e alcaloides do chocolate foram obtidos a partir de uma 

amostra de 10g de material desengordurado extraídos em 50mL de acetona, água 

e ácido acético nas proporções 70%, 29,5%, 0,5%, respectivamente. Após um 

intervalo de 1 hora, o material foi centrifugado (Centrífuga Evlab modelo EV 025) 

por 10 minutos a uma rotação de 1500 giros. O sobrenadante foi coletado e 

concentrado, com remoção dos solventes por evaporação rotativa a 40°C por 2 

horas. Em seguida o material foi congelado para posterior liofilização a -85°C 

(liofilizador Labconco freezone 4.5) resultando em 3,7g e 3,5g de material 

referente aos lotes 01721 e 01921 respectivamente. 

 Posteriormente foi conduzida extração em fase sólida nas duas amostras 

liofilizadas para separação dos analitos de interesse. Para isso foi usado cartucho 

de coluna C18 de 6mL pré-condicionadas com metanol e água ultrapura. O 

procedimento foi desenvolvido utilizando 1g do extrato seco liofilizado suspenso 

em 100mL de água ultrapura com auxílio de sonicação. Alíquotas do extrato 

suspenso foram eluídas primeiramente com água para remoção dos carboidratos, 

seguida de eluição dos fenólicos e alcaloides por uma mistura de acetona, água e 

ácido acético nas proporções em volume 70:29,5:0,5, respectivamente. Os 

eluatos contendo os açúcares foram descartados e as frações contendo os 

fenólicos e alcaloides foram combinadas, concentradas por meio de evaporação 

rotativa, congeladas e posteriormente liofilizadas a -85°C. 
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4.7 Análise CLAE-DAD de Teobromina, cafeína, epicatequina e catequina 

A análise qualitativa foi realizada nas amostras usando um sistema UFLC 

modular (Shimadzu Corp., Kyoto, Japão), composto por uma bomba quaternária 

(modelo LC-20AD), desgaseificador, amostrador automático (SIL-20AHT), 

detector de arranjo de diodos (DAD, SPD-M20A) e comunicador (CBM-20A), 

controlado por sistema de computador operado pelo software LC LabSolutions 

versão 1.25 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japão). Os compostos foram separados em 

coluna analítica C18 (Waters 250 x 4,6mm, 5μm) a 25 ± 2ºC. As fases móveis 

utilizadas no gradiente foram (A) solução de ácido trifluoroacético - TFA (0,1%) e 

(B) metanol, com vazão de 1,0 mL/min. O gradiente das fases móveis usado para 

análise HPLC-DAD iniciou em 20% da fase B. O programa de gradiente usado foi: 

0–0,5 min, 20% B; 1–2 min, 30% B; 3–5 min, 32% B; 7,0 min, 35% B, 8,0 min, 

40% B; 10,0 min, 100% B; 11,0 min, 20% B; 13,0 min, 20% B. O volume de 

injeção usado para cada execução foi de 5 μL. A determinação foi realizada a 254 

e 350 nm. As amostras foram diluídas em fase móvel, homogeneizadas em banho 

ultrassônico e filtradas em filtro de seringa de 0,45μm antes de serem injetadas. 

 

4.8 Doseamento de fenólicos totais e taninos totais 

A dosagem de compostos fenólicos totais foi realizada, em triplicata para 

cada amostra, pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu67, com algumas 

adaptações. Esse método utiliza uma mistura dos ácidos fosfotunguístico e 

fosfomolibídico em meio básico. O ácido gálico foi o padrão utilizado (Sigma 

Aldrich – 0,2 mg/mL) para construir a curva analítica (5, 10, 20, 30, 40 μg/mL) 

diluído em etanol 55%. Em tubos de ensaio, contendo 250μL da amostra (0,1 

mg/mL), foram adicionados 2.250μL de uma mistura reativa (Folin Ciocalteu), 

previamente, diluída em água destilada (1:4 v/v), e 250μL de uma solução 

saturada de carbonato de sódio (Na2CO3) a 17%. Após 30 minutos, as leituras 

das absorbâncias foram realizadas em espectrofotômetro UV/VIS em 750nm. Os 

teores de compostos fenólicos foram expressos em mg equivalentes ácido gálico 

por grama de extrato seco (mg EAG/g). 

Os taninos totais foram determinados por método indireto adaptado de 

Makkar e colaboradores68. Este método consiste na diferença entre os fenólicos 

totais e os fenólicos não tânicos. Os fenólicos não tânicos das amostras de 
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chocolate desengordurado e extratos fenólicos de chocolate foram obtidos a partir 

da adição do agente precipitante polivinilpolipirrolidona (PVPP) em tubo cônico na 

quantidade de 150mg em cada tubo e posterior adição de 1500μL da amostra. Os 

tubos foram levados à centrífuga por 10 minutos a 1600rpm. O sobrenadante foi 

recolhido e realizado a leitura da absorbância em espectrofotômetro, conforme 

realizado anteriormente para fenólicos totais. 

 

4.9 Análise da capacidade antioxidante 

As capacidades de eliminação de radicais das amostras dos dois lotes de 

chocolate foram analisadas com base na reação com DPPH. A determinação da 

atividade antioxidante pelo método DPPH foi baseada no experimento de Mano-

Sousa e colaboradores (2022)69 com algumas adaptações. Uma solução de 

DPPH (0,002% p:v) em etanol foi preparada. Em seguida, 750µL das amostras (5, 

50 e 500 µg/mL) foram adicionados aos tubos contendo 1500µL de solução de 

DPPH. O tubo foi então coberto e deixado no escuro à temperatura ambiente 

(25°C). As amostras foram analisadas em triplicatas sendo utilizada como 

amostra de controle, uma preparação de 750µL de amostra adicionado de 1500µL 

de etanol. Após 30 minutos, a absorbância em 517nm foi medida com um 

espectrofotômetro (Biotek Power Wave XS2, EUA) e o etanol foi usado para 

correção da linha de base. A absorbância foi expressa como a porcentagem de 

inibição e foi calculada usando a equação: 

 

Capacidade antioxidante (%) = [1-(abs controle – abs amostra) ÷ abs controle] × 100 

 

Onde, abs controle = absorção da amostra em etanol e abs controle = absorção 

das amostras de chocolate em etanol e DPPH. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicatas e analisados estatisticamente por Análise de Variância (ANOVA) 

com teste de Tukey estabelecendo nível mínimo de significância de 5% (p<0,05). 

 

4.10 Análises físico-químicas 

 As análises físico-químicas de umidade, cinzas, lipídeos e proteínas foram 

realizadas pelos laboratórios de química de alimentos e setor de floricultura da 

Universidade Federal de Viçosa – Campus Florestal conforme descrito a seguir. 
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4.10.1 Determinação de perda por dessecação (umidade) 

 O procedimento ocorreu em duplicatas segundo as normas do Instituto 

Adolfo Lutz70 com adaptações. Cerca de 4g de amostra de cada lote de chocolate 

foram colocados em um recipiente previamente tarado, pesadas em balança 

analítica e direcionadas para estufa a 105°C durante 3 dias, sendo pesadas em 

intervalos de cerca de 3 horas durante o dia até obtenção de peso constante. 

Posteriormente o material foi resfriado em um dessecador até a temperatura 

ambiente e pesado para cálculo do percentual de umidade conforme a equação:   

 

% umidade = 100 × N 
        P 

Onde, N = n° de gramas de umidade (perda de massa em gramas) e P = n° de 

gramas da amostra. 

 

4.10.2 Determinação de cinzas (resíduo por incineração) 

O procedimento ocorreu em duplicatas segundo as normas do Instituto 

Adolfo Lutz70. Cerca de 2g de amostra de cada lote de chocolate pesadas em 

balança analítica foram colocadas em um cadinho previamente aquecido em 

mufla a 550°C, resfriado em um dessecador até temperatura ambiente e tarado. O 

material foi seco em chapa elétrica, carbonizado em temperatura baixa e 

incinerado em mufla a 550°C até a eliminação completa do carvão. O resíduo foi 

resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado. As operações de 

aquecimento e resfriamento foram repetidas até a obtenção de peso constante 

para cálculo do grau de pureza do material conforme a equação: 

 

% cinzas = 100 × N 
        P 

 

Onde, N = n° de gramas de cinzas e P = n° de gramas da amostra. 

 

4.10.3 Extração direta de lipídeos em Soxhlet 

O procedimento ocorreu em duplicatas segundo as normas do Instituto 

Adolfo Lutz.70 Foram pesadas em balança analítica cerca de 4g das amostras de 

cada lote de chocolate em cartucho soxhlet e amarrado com fio de lã previamente 
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desengordurado. Em seguida, o cartucho foi transferido para o aparelho extrator 

tipo soxhlet sendo este acoplado ao balão de fundo chato previamente tarado. Foi 

adicionado o solvente hexano em quantidade suficiente para um soxhlet e meio. 

O equipamento foi mantido sob aquecimento em chapa elétrica à extração 

contínua por 8 horas (4 a 5 gotas por segundo). Posteriormente o cartucho foi 

retirado e o solvente destilado. O balão com o resíduo foi transferido para a estufa 

a 105°C e mantido por cerca de 1 hora. Após retirada da estufa, foi resfriado em 

dessecador até temperatura ambiente. A operação de aquecimento foi repetida 

mantendo à temperatura por 30 minutos seguida de posterior resfriamento em 

dessecador. O cálculo foi realizado seguindo a equação: 

 

% lipídeos = 100 × N 
        P 

Onde, N = n° de gramas de lipídeos e P = n° de gramas da amostra. 

 

4.10.4 Determinação de proteínas – método Kjeldahl  

O procedimento ocorreu em duplicatas segundo as normas do Instituto 

Adolfo Lutz70 com adaptações. Foram pesadas cerca de 0,2g de amostras dos 

dois lotes de chocolate colocando-as em tubo de bloco digestor. Adicionou-se em 

seguida 5mL da solução de H2SO4 concentrado e 1g de mistura digestora 

(Na2SO4, CuSO4, água e selênio metálico). A digestão em bloco foi conduzida à 

temperatura entre 360°C e 410°C. A digestão foi concluída quando praticamente 

cessou a evolução da fumaça e o material estava descolorido, deixando esfriar 

em seguida. O procedimento foi repetido com uma prova em branco 

(Considerando todos os reagentes menos a amostra de chocolate). O produto foi 

direcionado para destilação da solução indicadora em ácido bórico. Foi 

adicionado ao material digerido de 20mL de NaOH 40% e liberado a entrada de 

vapor no tubo de digestão. A liberação de NH3 é iniciada e arrastada através do 

destilador pelo vapor d’água sendo condensado e coletado pela solução 

indicadora em ácido bórico, assumindo coloração azul e indicando o final da 

transferência de NH3. Em seguida, a solução é titulada em HCl padrão (0,05 

mol/L) até que assumir coloração vermelha. O mesmo procedimento de destilação 

e titulação foi realizado com a prova em branco. Após a titulação da prova em 
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branco foram feitos os cálculos para obtenção do percentual de proteína conforme 

as etapas abaixo.  

 

1ª) Cálculo do volume líquido de HCl gasto na titulação da amostra: 

VL = VA - VB 

 

Onde, VL = volume líquido de HCl gasto na titulação da amostra, VA = volume da 

titulação da amostra e VB = volume de HCl da titulação da prova em branco. 

 

2ª) Cálculo da quantidade de acidez (H+) gasta na recomposição do ácido bórico: 

H+ = VL × concentração HCl × f 

 

Onde f = fator de correção = 1,0316 

 

3ª) Cálculo da quantidade de massa de N a partir da acidez gasta para recompor 

H2BO3
- sendo esta equivalente à quantidade de NH3 em termos de matéria 

proveniente do destilado e captura pelo ácido bórico. 

 

Massa molar N = 14 mmol/mg 

Massa N = Quantidade H+ × massa molar N 

 

4ª) Cálculo da quantidade de N total da amostra: 

 

Teor N total = ___massa N___ 
                                                         peso amostra 

5ª) Calcular o teor de proteína da amostra a partir do teor de N total: 

 

Teor de proteína = teor de N × f 

 

Sendo f = fator de conversão para cacau = 3,57. 

 

6ª) Calcular percentual de proteína contido na amostra: 

% proteína = teor de proteína da amostra × 100 
              peso da amostra 
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4.11 Extração de compostos voláteis 

A extração dos voláteis das amostras dos dois lotes de chocolate de cacau seguiu 

conforme procedimento realizado por Martins e colaboradores (2017)71 com 

algumas adaptações. As amostras (20 g) foram maceradas e colocadas em 

câmaras vidro bitubuladas (15 x 10 cm), sob temperatura, umidade e iluminação 

ambiente. As amostras de headspace foram coletadas em coluna de vidro 

contendo 20 mg de Hayesep D (80-100 mesh, Supelco) sob fluxo de 1,5 L.min-1 

de ar filtrado em carvão ativado, durante 120 minutos. A dessorção foi realizada 

com 0,5 mL de acetato de etila grau HPLC, bidestilado. 

 

5 CONCLUSÕES 

  O presente estudo possibilitou desenvolver um processo biotecnológico de 

baixo custo para melhoria do flavor de amêndoas de cacau. O processo de 

fermentação com uma levedura belga da espécie Saccharomyces cerevisiae 

amplamente utilizada na fabricação de bebidas demonstrou ser uma excelente 

alternativa para correção de alguns problemas decorridos da primeira 

fermentação de grãos de cacau nas fazendas, por exemplo sobrefermentação, 

sem prejuízo dos compostos fenólicos. Além de ser uma alternativa para a 

melhoria dos atributos sensoriais de chocolates com alto teor de cacau que 

desagradam grande parte da população. A fermentação desenvolvida foi 

conduzida em temperatura ambiente e demonstrou excelentes resultados com a 

levedura utilizada, mesmo em condições adversas. Também deve-se ressaltar 

que o resíduo gerado possibilita novos estudos sobre o desenvolvimento de uma 

bebida alcoólica à base de cana de açúcar e cacau que não foi o objeto desta 

pesquisa. 

 Através das metodologias aplicadas para determinação do teor de 

compostos fenólicos e taninos, dos perfis cromatográficos e análises físico-

químicas das amostras foi possível sugerir que mesmo havendo pouca diferença 

no teor de compostos fenólicos dos chocolates produzidos houve uma mudança 

significativa nas características sensoriais da amostra possivelmente relacionadas 

aos compostos voláteis presentes e modificado pela ação das leveduras durante 

o processo de fermentação. Além disso, a capacidade antioxidante se manteve 

igual sendo este um dos principais atributos desejáveis pelos consumidores pelas 
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suas funções benéficas relacionadas à saúde, o que o torna um alimento 

amplamente comercial.  

Foi possível também compreender melhor as reações químicas que 

ocorrem durante o beneficiamento do cacau e fabricação do chocolate, a 

importância do conhecimento das etapas e fatores que podem interferir para 

obtenção de bons resultados, como forma de otimizar e potencializar os 

processos de fabricação de chocolates de qualidade superior. Além disso, a 

possibilidade de modular o aroma e sabor do cacau utilizando leveduras 

específicas que possibilitam a manutenção de características químicas do produto 

importantes para a saúde do consumidor final. 

Mesmo não sendo possível analisar o perfil dos compostos voláteis nesse 

estudo, a metodologia de extração abriu caminho para futuros estudos 

relacionados a esses compostos de interesse. 
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Figura 15 – Espectro UV-vis do padrão de teobromina 

 
 

 
Figura 16 - Espectro UV-vis do padrão de catequina 

 
 

Figura 17 - Espectro UV-vis padrão de epicatequina 

 

 

Figura 18 - Espectro UV-vis padrão de cafeína 
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Figura 19 - Espectro UV-vis do pico 1 da amostra de chocolate do lote 01721 (refermentado), 
característico de teobromina. 

 
 

Figura 20 - Espectro de UV-vis do pico 2 da amostra de chocolate do lote 01721, característico de 
catequina. 

 

 

Figura 21 - Espectro UV-vis do pico 3 da amostra de chocolate do lote 01721, característico de 
cafeína 

 

 

Figura 22 - Espectro UV-vis do pico 4 da amostra de chocolate do lote 01721, característico de 
epicatequina 
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Figura 23 - Espectro UV-vis do pico 1 da amostra de chocolate do lote 01921 (tradicional), 
característico de teobromina 

 
 

Figura 24 - Espectro UV-vis do pico 2 da amostra de chocolate do lote 01921 (tradicional), 
característico de catequina 

 

 

Figura 25 - Espectro UV-vis do pico 3 da amostra de chocolate do lote 01921 (tradicional), 
característico de cafeína 

 
 

Figura 26 - Espectro UV-vis do pico 4 da amostra de chocolate do lote 01921 (tradicional), 
característico de epicatequina 
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