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RESUMO

O presente estudo propbe uma fermentacdo secundaria em améndoas ja
fermentadas e secas pelo processo tradicional em fazenda da regido 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 fermentagdo foi
conduzido com améndoas de cacau da variedade forastero utilizando cana-de-
acucar como meio de cultura e leveduras Saccharomyces cerevisiae que séo
popularmente utilizadas em fabricacdo de bebidas alcodlicas, sendo realizado em
temperatura ambiente. Apds a fermentacdo, as améndoas foram torradas e secas
para a fabricacdo de duas bateladas de chocolates 70% cacau: a primeira
elaborada com améndoas de cacau refermentadas e a segunda com améndoas
de cacau fermentadas somente pelo processo tradicional das fazendas.
Posteriormente a fabricacdo do chocolate, foram realizados os doseamentos dos
fendlicos e taninos totais no qual foi percebido um aumento nas quantidades
desses compostos apdés o procedimento desenvolvido. Analises sensoriais para
os dois lotes de chocolate apontaram melhorias como reducdo de off-flavors,
atributos especiais de sabor e reducdo do amargor. Além disso, foram realizadas
analises qualitativas por cromatografia liquida de alta eficiéncia para identificacao
dos principais compostos fendlicos e alcaloides presentes no chocolate. Tais
compostos sdo objeto de estudo atualmente devido as suas propriedades
benéficas em relagdo a saude e interferéncia diretamente em caracteristicas
sensoriais negativas para os chocolates com alto teor de cacau. Analises fisico-
guimicas nao apresentaram diferencas significativas nos percentuais de umidade,
cinzas, proteinas e lipideos. Além disso, foi possivel analisar a capacidade
antioxidante de ambos os lotes de chocolate sendo que a segunda fermentacéo

nao interferiu no potencial antioxidante dos produtos.

Palavras-chave: Cacau, Fermentacéo, Polifenois, Chocolate.
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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 INTRODUCAO

O cacau € um fruto obtido a partir da arvore da espécie Theobroma cacau
L. Suas sementes fermentadas e secas sdo o principal ingrediente para
fabricacdo 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 regido
do Equador) com desenvolvimento de notas mais suaves e classificados como
cacau fino; e o Trinitario, um hibrido de Forastero e Criollo que possui
caracteristicas intermediarias das duas variedades.'® A figura 1 apresenta um

cacaueiro carregado de frutos da variedade forastero.

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

¥
L

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

O tipo Forastero é a variedade mais comum sendo cultivado no Oeste da
Africa, Asia e América do Sul. Representa certa de 85 a 90% da producdo

mundial por ser uma variedade mais resistente a pragas e doengas como a
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Vassoura de bruxa causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, sendo
considerada um dos principais problemas fitossanitarios da cacauicultura
mundial®. Por possuir forte sabor amargo e adstringente, necessita de uma
fermentacdo mais prolongada podendo chegar até 7 dias.®

A producéo de cacau no Brasil cresceu ao longo dos séculos XVIII a XX
através da boa adaptacdo da cacauicultura nos estados do Nordeste 6. Na década
de 80, o pais se tornou um dos maiores produtores de cacau do mundo sendo o
estado da Bahia um dos destaques devido a influéncia da cultura no
desenvolvimento socioeconémico e cultural do estado’. No entanto, no final da
década de 80 e inicio de 90, houve um declinio da producdo motivado por varios
fatores, entre eles o plantio desordenado, auséncia de controle de pragas,
esgotamento do solo por técnicas tradicionais de cultivo, auséncia de
desenvolvimento de pesquisas para melhoria da produtividade, baixa qualificacédo
de mao de obra, mas condi¢cdes de trabalho, salarios aos trabalhadores nas
fazendas de cacau e queda dos precos internacionais, dentre outros °.

Atualmente o Brasil € o sétimo maior produtor de cacau do mundo com
cerca de 265 mil toneladas por ano sendo responsavel por cerca de 4% da
producdo mundial, ficando atras de Costa do Marfim (maior produtor mundial
representando cerca de 39% da producdo mundial), Gana, Indonésia, Nigéria,
Equador e Camardes'®!!, Essa producdo é concentrada principalmente nas
regides Norte e Nordeste, entretanto, existe uma pequena parcela da producéo
nacional (ca. 2,8%) com plantio de cacau no Norte do Espirito Santo e de Minas
Gerais. Apesar de ser o estado com maior area de plantio, a Bahia (Unico
produtor de cacau da regido Nordeste) vem sendo superado pelo estado do Para
em volume de producdo devido a varios fatores, dentre eles a proliferacdo de
pragas nas lavouras cacaueiras ocorridos desde a década de 90 1.

O fruto do cacaueiro pode ser consumido de diversas formas, como por
meio de sua polpa, cacau em pd, chocolates, ingredientes para misturas, etc 1213,
A cacauicultura vem buscando alternativas para melhorar a rentabilidade da
producdo nas fazendas. Umas das possibilidades que surgiram ao longo dos
altimos anos foi a industrializacdo das améndoas de cacau para producédo de

cacau fino que tem como caracteristica aroma e sabor especial, ou seja,
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desenvolvem notas de frutas, nozes, flores, etc, e que € matéria prima para a
fabricacéo de chocolates finos.'#

Chocolates com alto teor de cacau (e.g. 70% cacau) tém alta tendéncia de
mercado devido a procura dos consumidores por produtos saudaveis e que
proporcionem beneficios a saude!®. No entanto, esse tipo de chocolate possui
amargor e adstringéncia acentuados devido a quantidade de determinados
compostos, como os polifendis e alcaloides, presentes na estrutura quimica da
améndoa que conferem essas caracteristicas.

O desenvolvimento de culturas iniciadoras para o processo de fermentacéo
tem ganhado destaque devido aos beneficios proporcionados como a
padronizacdo dos processos e obtencdo de chocolates de elevada qualidade
sensorial'®. Estudos sobre algumas espécies de leveduras, como as do género
Saccharomyces, demonstraram alta capacidade de produzir etanol e gerar
compostos nitrogenados, relevantes precursores para a formacdo do aroma e
sabor de chocolates especiais, por meio de hidrélise da pectina e proteinas?®.

Neste sentindo, a pesquisa busca desenvolver uma segunda fermentacao
com baixo custo e que proporcione a melhoria do flavor de améndoas para

fabricacédo de chocolates com alto teor de cacau.

1.1 Manejo po6s-colheita e processamento do cacau

O beneficiamento do cacau para fabricacdo de chocolates inicia-se nas
fazendas. ApGs a colheita e abertura dos frutos, as sementes juntamente com a
poupa sao direcionadas para rumas (amontoado de sementes de cacau sobre
folhas de bananeira), caixas ou cestos para iniciar o processo de fermentacdo que
pode durar até 6 dias dependendo da variedade de cacau.! A figura 2 demonstra

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

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

Durante esse processo uma sucessdo de reagOes promovidas pelas
bactérias e leveduras conferem sabor, aroma e texturas desejaveis ao produto
final'’. Dentre essas reagGes bioquimicas é possivel citar a hidrélise de aclcares
e proteinas, oxidacdo e hidrélise de polifendis, biossintese de alcaloides,
aminoacidos e alcoois e quebra de acidos graxos®!8. Como produto dessas
reacdes € possivel citar varios compostos de sabor, como arométicos, alifaticos,
terpenos, lactonas, O-heterociclos e compostos contendo enxofre e nitrogénio 19,

Aminoacidos livres, formados por meio da hidrélise das proteinas (e.g.
leucina, alanina, fenilalanina e tirosina)?° e aglcares redutores contribuem para a
formacao dos compostos de sabor durante as reacdes de Maillard que acontecem
posteriormente no processo de torrefacdo. Ao metabolizarem os acuUcares da
polpa de cacau, 0s microorganismos proporcionam uma elevacao de temperatura
da massa fermentada e producdo de acidos acético e lactico. Esse aumento de
temperatura promove a morte do gérmen, fazendo com que o grao perca a
capacidade de germinacédo, geralmente nas primeiras 24 a 48h da fermentacao.
Neste instante, os compostos se difundem no interior da célula dando inicio uma
sequéncia de reacbOes enzimaticas que produzirdo os precursores de sabor e
aroma.?!

A secagem dos grdos ocorre apés a fermentacdo e tem como objetivo
reduzir a umidade (6 a 8%), para que sejam armazenados e transportados sem a

incidéncia de mofo, e eliminacdo de compostos volateis indesejaveis como o
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acido acético. No decorrer do processo, 0s precursores de aroma e sabor
continuam a ser formados bem como o desenvolvimento da cor dos grédos °. Nas
fazendas, o processo ocorre em plataformas de madeira denominadas barcacas,
onde os graos sao espalhados durante o dia para realizacdo da secagem natural
ao sol por 7 a 8 dias. Nesta etapa ocorre reacdes de oxidacdo dos polifenois
catalisadas pela enzima polifenoloxidase gerando compostos que vao contribuir
para a formacédo do sabor na etapa subsequente.!

Vale ressaltar que a secagem deve ser bem conduzida e realizada
imediatamente apdés a fermentacdo para evitar resultados indesejaveis ao
produto. Caso seja lenta, pode facilitar o crescimento de fungos que causarao
toxinas prejudiciais a saude; e se for demasiadamente rapida, com emprego de
elevadas temperaturas, pode comprometer o teor de manteiga de cacau do grao
fazendo com que seja migrada para testa (pelicula que envolve o gréo), sendo
ambas as possibilidades interferéncias negativas no sabor e aroma das
améndoas'®. A figura 3 representa a secagem em barcacas, uma das formas

tradicionais de secagem utilizada nas fazendas de cacau.

Figura 3 - Secagem de améndoas de cacau em barcagas (plataformas de madeira)

e

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

Posterior a secagem, as améndoas sao embaladas e direcionadas para as
indUstrias processadoras que produzirdo chocolates ou produtos derivados do
cacau (manteiga, cacau em po, liquor etc.). O processo de fabricacdo segue do

chocolate segue conforme a figura 4 a seguir.
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Figura 4 - Fluxograma de fabricacéo de chocolate a partir de améndoas fermentadas e secas de
cacau
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Ao chegar nas industrias, o cacau recepcionado e pré-selecionado passa

pelo processo de torrefacdo. Esta etapa tem como objetivo transformar os
precursores de sabor em componentes quimicos que irdo caracterizar o chocolate
além de eliminar potenciais microorganismos patogénicos através da alta
temperatura empregada no processo e facilitar a separagdo da casca do nibs
(contetdo do interior da casca da améndoa de cacau)?.

Os nibs separados da casca séo triturados inicialmente para posterior

moagem. Ambos 0s processos sao essenciais para quebra e liberagao da gordura



Programa de Pés-Graduagdo Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ 20

de dentro das células para que estas possam revestir particulas soélidas nao
gordurosas do chocolate proporcionando uma mudanca nas caracteristicas fisicas
do liquor tornando-o mais espesso. A moagem ideal deve reduzir o tamanho das
particulas sélidas até menos de 30 microns?.

Rudi Lindt, na Suica, inventou a concha em 1878 que deu nome ao
processo de conchagem, etapa importante na fabricacdo do chocolate uma vez
que proporciona a eliminagcdo de compostos volateis indesejaveis, reducdo da
umidade e mudangas na textura e cor do chocolate como consequéncia da
emulsificacdo das particulas soélidas 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.?

O chocolate atingindo a textura adequada deve passar pelo processo de
temperagem. Esta etapa consiste na cristalizacdo controlada necesséaria para
induzir a formacdo soélida da manteiga de cacau através do seu cristal mais
estavel. Nestas condi¢cbes, a manteiga de cacau apresenta maior temperatura de
fusdo e diminuicdo de volume proporcionado pela organizagdo dos cristais na
gordura.??

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

cacau desde a colheita até obtencéo do chocolate.

1.2 Fermentacéo

A fermentacédo é considerada um dos processos principais na fabricacdo de
chocolate, onde acontece a morte do gérmen no interior dos gréos e facilita a
remocao da polpa?3. Por meio dela é que os principais compostos precursores de
sabor e aroma caracteristicos do chocolate serdo formados, além do
desenvolvimento da cor e reducédo do amargor e adstringéncial’-23. Varios fatores
interferem no resultado do produto como clima, genética do fruto, microbiota da
regido, substrato utilizado, métodos de fermentacédo entre outros1724,

No cacau, a fermentacdo apresenta uma sucessao microbiana complexa e
bem definida protagonizada por trés principais grupos de microorganismos:
leveduras, bactérias acido-laticas e bactérias acido acéticas?®. Atualmente alguns
fungos filamentosos tem despertado interesse por produzirem hidrolases

auxiliando no processo de fermentagdo?®.
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Com duracao entre 48 e 72 horas ap0s quebrar e abrir os frutos, a fase
anaerobica da fermentacdo € conduzida pelas leveduras, na qual ocorre o
consumo de alguns 4cidos organico como citrico e mélico e a metabolizacao dos
acucares da polpa em etanol e diéxido de carbono, com aumento da temperatura
e pH. A sacarose da massa de cacau € convertida em glicose e frutose através da
enzima invertase, produzida por algumas leveduras.?’” 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 séo liberados e ocorre o escoamento da polpa de cacau. A
continua liquefacdo da polpa promove vazios entre a massa de cacau
ocasionando a entrada de oxigénio. A condicdo aerdbica da massa, elevacado do
pH (a2 medida que o acido citrico € consumido) e aumento do teor alcdolico levam
a inibicdo da atividade das leveduras e finalizacéo da fase anaeroébica.?

O aumento da temperatura da massa também promove a oxidacdo dos
polifendis através da ativacdo da enzima polifenoloxidase, compostos
naturalmente encontrados nas sementes de cacau. Durante esta fase as
metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) sofrem degradacdo sendo
exsudadas pela casca dos gréos e liberadas com os revolvimentos. 2528

Alteracfes nos cotilédones promovidas pela degradacdo da parede celular
das sementes e, consequente liberacdo e difusdo dos compostos intracelulares
liberam enzimas que possuem diferentes estabilidades e podem ser inativadas
pelo calor, acidos, polifenois, dentre outros fatores. Durante a fermentacdo as
enzimas aminopeptidase, invertase do cotilédone, invertase da polpa e
polifenoloxidase sdo inativadas, a carboxipeptidase € parcialmente inativada e as
endoprotease e glicosidase permanecem ativas. Na fase anaerbbica, a
glicosidase participa de reacbes de hidrélise transformando o complexo de
pigmentos em acUcares e cianidinas, a invertase hidrolisa a sacarose em frutose
e glicose, a proteinase participa da reacdo para formacédo de peptideos e
aminoacidos a partir de proteinas e ocorre a conversdo de polifendis a quinonas
pela polifenoloxidase. Ao final da fase anaerdbica os produtos das reacgfes
enzimaticas continuam participando de reacdes posteriores??, 130

Com a diminuicdo das leveduras e condi¢des favoraveis ao crescimento de

bactérias do éacido latico inicia-se a fase de condensacdo oxidativa, ou fase
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aerObica. O aumento da atividade microbiana provoca também o aumento de
temperatura até atingir 45°C devido as reacOes exotérmicas, condicdes
adequadas para o crescimento das bactérias do &acido acético que oxidam o
etanol & acido acético e posterior oxidacdo deste a dioxido de carbono e agua. A
acidez nos graos e a alta temperatura da massa causam a morte do gérmen com
difusdo de componentes celulares nos cotilédones e inicio de uma série de
reacGes que formaréo os precursores de aroma e sabor. %3132

Na fase aerbbica, as cianidinas e os complexos formados de proteinas e
fendlicos sofrem reacBes oxidativas transformando a coloracdo violeta dos
cotilédones em marrom a medida que os compostos de pigmento (cianidinas) vao
reagindo. As quinonas reagem com compostos de hidrogénio, que por sua vez
formam complexos com aminas, acidos e compostos com enxofre levando a
diminuicdo do amargor e adstringéncia durante a etapa de torrefacéo. 3°

Alguns paises utilizam técnicas variadas de fermentacdo de grdos de
cacau. No Brasil e Malésia utilizam-se caixas de madeiras, Gana e Costa do
Marfim normalmente pilhas (amontoados) de sementes de cacau, em Gana
também séo utilizadas bandejas e no Equador plataformas de fermentacéo.33

Nos ultimos anos, a utilizacdo de leveduras como culturas iniciadoras para
fermentacdo de cacau tem sido alvo de interesse, principalmente em relacéo a
algumas espécies dos géneros Saccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida
e Torulasporal®3l.34 A espécie de levedura que mais tem sido utilizada é a
Saccharomyces cerevisiae, que tem a capacidade de absorver e metabolizar
acucares redutores produzindo compostos aromaticos entre outras substancias,
além de possuir alta atividade pectinolitica e prevenir crescimento de

microorganismos patogénicos 173536,

1.3 Polifendis e alcaloides do cacau

Os polifendis ou compostos fenodlicos sdo produtos do metabolismo
secundario das plantas e sao sintetizados por meio de duas vias principais: via do
chiguimato e via do acetato. Durante décadas, despertaram interesses nos
cientistas por serem essenciais a fisiologia das plantas e por suas diversas
aplicabilidades como na industria alimenticia, producdo de tintas, papel etc.

Alguns polifenéis, como os flavonoides tém sido aplicados como antibiéticos,
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agentes antidiarreicos, antiulcerosos e anti-inflamatérios assim como no
tratamento de doencas como hipertensdo, fragilidade vascular, alergias e
hipercolesterolemia dentre outras.3’

Estes compostos se apresentam em suas formas simples, como os acidos
fendlicos, até formas altamente polimerizadas como o0s taninos, ocorrendo
principalmente na forma conjugada com um ou mais residuos de acucar (e.g.
monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos) ligados a grupos hidroxilas ou
por meio de ligacdes diretas do acucar ao atomo de carbono do anel aromaético.3’

Améndoas de cacau sdo ricas em polifendis (circa 14 a 20% do peso do
grdo seco), compostos com funcdo antioxidante®®. Dentre esses compostos
destacam-se em maiores quantidades os flavonoides como mondémeros de
catequinas e epicatequinas (ca. 37%), proantocianidinas (ca. 58%) e em menor
guantidade as antocianinas (ca. 4%) 233940, 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) sdo comuns
como mondmeros livres e constituintes dos taninos condensados. Os taninos (e.g.
proantocianidinas) sdo moléculas hidroxiladas capazes de complexar com
proteinas e carboidratos formando compostos insollveis sendo responséveis pela
adstringéncia dos alimentos ricos dessas moléculas, devido a precipitacdo de
proteinas salivares. As antocianinas, responsaveis 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.?’

As células de pigmento presentes nos cotilédones dos grédos de cacau
possuem um Unico vacuolo contendo polifendis e alcaloides (cafeina, teobromina
e teofilina)*!. Estes compostos, especialmente as proantocianidinas e flavan-3-6is
(catequina e epicatequina) conferem amargor e adstringéncia ao cacaul#243,

Alcaloides e polifendéis juntamente com proteinas e carboidratos participam
de varias reacdes de formacdo de sabor durante o processamento do cacau. A
variabilidade desses componentes nos graos é determinada por fatores como o
gendtipo da planta, cultivo e as condicdes do ambiente.4

Grados de cacau crus contém cerca de 4% de alcaloides sendo a
teobromina a principal metilxantina representando 2 a 3% do total desses
compostos*4>. Em seguida, a cafeina (ca. 0,2%) em menor propor¢do e a
teofilina apenas como vestigios. Possuem atividades farmacolégicas como a
estimulacdo do sistema nervoso, efeitos cardiovasculares, broncodilatacao,
diurese, estimulacdo da secrecdo gastrica e em altas doses pode proporcionar a
estimulacdo dos mdusculos esqueléticos.*® A figura 6 representa a estrutura

molecular da teobromina e cafeina, principais alcaloides presentes no cacau.



Programa de Pés-Graduagdo Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ 25

Figura 6 - Moléculas de teobromina e cafeina

HN 0 N/ﬁg HJG\\N/EN/CHS
e N) Py N/>
T T

CH, CHj

TEQCBROMINA CAFEINA

Durante a fermentacdo ha uma reducdo significativa do amargor e
adstringéncia dos grdos como resultado da liberacdo dos alcaloides (ca. 30%) e
polifendis (ca. 20%) das células de armazenamento. Esses Ultimos se difundem
com os demais componentes presentes no meio e sofrem oxidagdo e
complexacdo em alta massa molecular formando principalmente taninos
insolUveis. Estes complexos podem ocorrer entre polifendis, quinonas, proteinas e
peptideos fazendo com que ocorra uma diminuicdo da adstringéncia e
solubilidade. As antocianinas séao hidrolisadas em antocionidinas resultando em
um branqueamento da cor roxa dos cotilédones. A enzima polifenoloxidade, ativa
nesse processo, converte os polifendis em quinonas.??

O estudo realizado por Jinap e colaboradores (2005)*’ indicou que a
reducdo da adstringéncia em produtos de cacau é consequéncia também de
interacdes dos polifendis com proteinas ao longo do processo por reduzirem a
capacidade dos polifenéis de precipitar proteinas salivares ricas em prolina
diminuindo a sensacéo adstringente.

No decorrer da fermentacdo ha reducédo de cerca de 70% no teor de
polifendis e 90% de epicatequinal®. Ryan e colaboradores (2016)*® demonstraram
gue a perda de flavonoides e compostos fendlicos totais durante o processamento
do cacau néo esta relacionado a reducgéo da bioatividade e consequente perda de
seus beneficios a salde. Aikpokpodion e Dongo (2010)*° ao estudarem a
capacidade antioxidante do primeiro ao sexto dia de fermentacdo puderam
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concluir gue mesmo ao final do processo, quando ha uma reducao na quantidade
de polifendis totais do sistema, a concentracao final desses compostos ainda é
suficiente para garantir uma alta capacidade antioxidante nas améndoas de

cacau.

1.4 Compostos volateis do cacau

As principais reag¢fes quimicas responsaveis pelo desenvolvimento do
sabor e aroma do chocolate ocorrem durante a fermentagdo, secagem, torra e
conchagem dos grdos de cacau.®® Dentre essas reacdes, a principal e a que da
ao cacau o sabor e aroma caracteristico de chocolate € a Reacédo de Maillard, que
acontece entre o grupo carbonila dos acUcares redutores e grupo amino dos

aminodcidos livres e proteinas®:°2, conforme demonstrado na figura 7.

Figura 7 - Esquema de reacéo de formacao de iminas durante a reacdo de Maillard
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A formacdo destes compostos € dependente da composicdo quimica do
grao de cacau cru que varia conforme o gendtipo da planta, manejo de cultivo e
pos-colheita e 0 meio ambiente. Alcaloides, polifendis, proteinas e carboidratos
sdo 0s principais componentes quimicos dos grédos que participam dessas
reacoes.*
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Baixos teores de aldeidos sao sintetizados durante as etapas de
fermentacdo e secagem®!. Trés principais aldeidos que ddo caracteristica ao
aroma de chocolate sdo produzidos a partir de aminoacidos na etapa de
torrefacédo dos graos de cacau, sendo eles 2-metilpropanal (derivado da valina), 2-
metilbutanal (derivado da isoleucina) e 3-metilbutanal derivado da (leucina)®53.54,

Os ésteres contribuem para o perfil aroméatico dos chocolates e sao
sintetizados no processo de fermentacdo através do metabolismo de leveduras,
sendo associados a flavor frutado. O acetato de etila € um dos compostos dessa
classe sendo produzido por meio do etanol e acido acético sintetizados
inicialmente nesta etapa®'. Além deste, outros ésteres sdo produzidos como o
acetato de isobutil, acetato de isoamila, acetato de feniletila, isopentanoato de
metila e isovalerato de metila®*,

As cetonas também contribuem para o sabor do cacau e sédo produzidas
durante a fermentacdo sendo as principais encontradas no chocolate a 2-
heptanona, 2-pentanona, 2-nonanona, acetofenona e acetoina. Estes compostos
carbonilicos, assim como os aldeidos geralmente sdo formados através da
degradacao de Strecker a partir de aminoacidos durante a etapa de torrefagdo.*

Outros compostos volateis de grande importancia na formacéo do aroma e
sabor do cacau séo as pirazinas sendo a maioria produzida durante a torrefacéo
por meio da Reacdo de Maillard e Degradacdo de Strecker. Metilpirazina, 2,3-
dimetilpirazina, 2-etil-5-metilpirazina, trimetilpirazina, 2,5-dimetil-3-etilpirazina, 2,6-
dimetil-3-etilpirazina e tetrametilpirazina sdo as principais pirazinas identificadas
no aroma do chocolate®?.

Os alcoois séo produzidos a partir da fermentacédo dos graos. Contribuem
significativamente para reacdes de esterificacdo com formacdo de acetatos. Os
principais alcoois identificados ao longo do processamento sdo 2-fenetiletanol e

2,3-butanodiol.®®

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é promover a melhoria do flavor de améndoas de
cacau do tipo forastero para fabricacdo de chocolates com alto teor de cacau, a

partir de um processo biotecnolégico de baixo custo e aproveitar os subprodutos
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gerados para sintese de um produto inovador.

2.2 Objetivos especificos

% Conduzir fermentacdo extra (segunda fermentacdo) em um lote de
améndoas de cacau secas ja fermentadas por processo tradicional na
fazenda de origem, por meio de inoculagcédo de levedura comercial e meio
de cultura diferentes dos que estao presentes na poupa natural do fruto de
cacau;

% Realizar extracdo de fendlicos e alcaloides objeto de estudo;

% Realizar andlise sensorial do lote antes e apés refermentacao;

% Desenvolver metodologia de analise no CLAE para identificacdo de
compostos fenolicos e alcaloides presentes na matriz do chocolate;

% Determinar fendlicos e taninos totais presentes no chocolate feito com
améndoas do processo tradicional e no chocolate feito com améndoas que
foram submetidas ao segundo processo de fermentacéo;

% Determinar a capacidade antioxidante dos dois lotes;

% Determinar composicéo fisico-quimica dos lotes por meio de analises de

proteinas, lipideos, carboidratos, cinzas e umidade;

% Determinar o perfil dos compostos volateis.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Refermentacgéo

A refermentacdo ocorreu em um periodo relativamente rapido (3 dias),
considerando o0 seu inicio até a estabilizacdo do processo, indicativo de boa
atividade biolégica das leveduras mesmo em condi¢cdes adversas, ou seja, em
temperaturas mais elevadas.

Apés a fermentacdo as améndoas foram secas em estufa, torradas e
posteriormente utilizadas na producdo dos chocolates para realizacdo das
analises de interesse. Houve um rendimento considerando o peso inicial das
améndoas antes da fermentacao (1,1 kg) e apds a lavagem e secagem (1,262 kg)
0 que demonstra uma certa absorcéo da garapa utilizada no processo. Ao final do
processo de torra, as améndoas apresentaram uma perda de cerca de 4% do

peso anterior a fermentacao.
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Foram feitas duas bateladas de chocolate sendo uma com as améndoas
refermentadas (lote 01721) e outra com as améndoas secas de mesmo lote de
cacau, porém fermentadas apenas pelo processo tradicional das fazendas (lote
01921).

3.2 Analise Sensorial

Conforme relatérios de analise 417 (lote 01721) e 418 (lote 01921) (anexo
B) é possivel inferir uma melhora na caracteristica de amargor, a qual possuia
amargor fendlico residual no lote de chocolate elaborado pelo processo tradicional
e gue era esperado possuir maior quantidade de compostos fenélicos que o lote
processado com améndoas refermentadas. Nota-se também a eliminacéo de off-
flavor (defeito) sobrefermentado/ putrido presente no lote tradicional de chocolate,
parametro este muito comum quando ocorre uma fermentagéo por mais tempo do
gue o necessario para as améndoas em questdo. Sendo assim, sugere-se que a
segunda fermentacdo pode ser capaz de corrigir defeitos causados por uma
fermentacao excessiva das améndoas de cacau.

Houve também alteracéo no perfil dos aromas e sabores perceptiveis pelos
avaliadores, além de uma melhora no quesito “nota para sabor cacau” o qual
apresentou nota 6tima para o lote que passou pelo processo desenvolvido, sendo
qgue o lote feito com as améndoas processadas por meio do processo tradicional
apresentou boa nota para sabor cacau. E possivel 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 presenca de off-flavor em baixa intensidade e atributos
basicos (cacau, amargor, adstringéncia e acidez) sem muita complexidade o que
leva a um sabor simples para este lote. Ja o lote refermentado apresentou nota
para qualidade global mais elevada sendo classificada com auséncia de off-flavor
e destague de alguns atributos complementares. As figuras 8 e 9 apesentam o
grafico aranha referente ao perfil sensorial dos lotes de chocolate tradicional
(amostra 418/ lote 01921) e chocolate com améndoas refermentadas (amostra

418/ lote 01721), respectivamente.
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Figura 8 - Resultado da analise sensorial da relacao de atributos e notas para amostra de

chocolate processado com améndoas tradicionais (lote 01921).

CHOCOLATE TRADICIONAL - LOTE 01921

Cacau
Off 5,00
Sobrefermentado 4,00

Acidez

Torrado Amargor

2,00
Especiarias Adstringéncia

Madeira Doce

Floral Frutas frescas

Amendoado Frutas Marrons

Cacau: 4,5; acidez: 3,5; amargor: 4,0; adstringéncia: 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 analise sensorial da relagao de atributos e notas para amostra de

chocolate processado com améndoas refermentadas (lote 01721).

CHOCOLATE - LOTE 01721

Torrado Acidez

Especiarias Amargor
Madeira Adstringéncia
Floral Doce
Amendoado Frutas frescas

Frutas Marrons

Cacau: 5,0; acidez: 4,0; amargor: 3,5; adstringéncia: 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 Andlise Quimica
3.3.1 Doseamento de fendlicos totais e taninos totais

Os resultados demonstraram um aumento no teor de fendlicos totais de
cerca de 20% no lote de chocolate feito com améndoas 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 fendlico obtido a partir do chocolate desengordurado.

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

Amostras de chocolates e Fendlicos Totais Taninos Totais
extratos (mg EAG/g de amostra) (mg 1EAG/g de amostra)
2CD 017 2,78 £ 0,022 2,46 + 0,092
3E 017 4,04 +0,10° 3,75 + 0,09°
CD 019 2,31 + 0,06¢ 1,45 + 0,09¢
E 019 3,78 + 0,144 3,46 + 0,09

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: !Equivalente acido galico por grama; 2Chocolate desengordurado e 3Extrato fendlico
concentrado.

2médias e desvios padrdo seguidos por letras iguais na mesma coluna nao diferem
significativamente (Anova/ Tuckey p>0,05)

A variacdo na quantidade de polifendis pode ser explicada pela utilizagéo
do caldo de cana como substrato considerando que, apesar de possuir acucares
em maiores proporcdes na sua composicdo, apresenta também polifendis
presentes em sua matriz podendo ter sido retido nos cotilédones durante a
segunda fermentacdo. Theodorovski e colaboradores (2014)% caracterizaram o
caldo de cana liquido e obtiveram valor de catequina de 602,01 + 21,87 mg.L?, o
que corrobora com a hipotese inicialmente levantada sobre a composicdo do
caldo de cana interferir nos resultados.

Pode-se sugerir também baixa atividade da enzima polifenoloxidase
durante a fermentagdo, ndo comprometendo os polifendis resultantes da
fermentacdo convencional realizada nas fazendas. A enzima polifenoloxidase é
responsavel pela degradacdo dos compostos fendélicos por meio de sua atividade
em reacdes enzimaticas de escurecimento e pela coloracdo marrom dos gréos de
cacau'®. Esta enzima possui boa atividade em temperaturas entre 42 a 45°C,

sendo que outros fatores como a polimerizagdo e exsudacdo dos liquidos
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formados durante a fermentacéo podem diminuir sua funcéo®’°8,

A presenca de fendlicos totais em maiores quantidades nos chocolates é
desejavel devido as suas capacidades antioxidantes, mas estes compostos estao
relacionados ao amargor e adstringéncia, caracteristicas indesejaveis ao
produto.®® No entanto, nota-se que apesar do aumento na quantidade dos
compostos no lote refermentado, tém-se uma melhora no perfil sensorial o que
torna ainda mais interessante a considerar a capacidade antioxidante do produto.

O aumento nas concentracdes de taninos totais verificado por meio da
analise sugere polimerizacdo dos fendlicos durante o segundo processo de

fermentacao.

3.3.2 Analise qualitativa de fendlicos e alcaloides via CLAE-DAD

A figura 10 mostra os perfis cromatograficos das amostras de chocolate
avaliadas quanto a seus extratos fenolicos analisadas em 254 nm. E possivel
observar que os picos 1-4 possuem tempos de retencdo e absorcao similares

sugerindo a presenca dos mesmos compostos em ambas as amostras.

Figura 10 - Perfil cromatogréfico das amostras de extratos fendélicos dos lotes de chocolate 01721
(refermentado) e 01921 (tradicional)
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Os compostos foram determinados com auxilio dos padrdes de teobromina,
catequina, epicatequina e cafeina que foram analisados isoladamente e
posteriormente eluidos juntos em ambas as amostras de chocolate. A figura 11
apresenta o cromatograma dos padrdes de teobromina, catequina, epicatequina e

cafeina, respectivamente.
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Figura 11 - Perfil cromatografico dos padrbes de teobromina, catequina, cafeina e epicatequina.

— Tecbromina 6,900 7839
—— Catequina 5 546 N 8687
—— Cafeina 1
—— Epicatequina

Absorbancia / mALU

WU

12 3 4 5 8 7 8 9 10 11
Tempo de retencg&o / min

Ao eluir os padrbes e as amostras juntos é possivel notar um aumento na
intensidade dos picos 1 a 4, sendo possivel correlaciond-los aos padrdes de

teobromina, catequina, cafeina e epicatequina respectivamente, conforme mostra
figuras 12 e 13.

Figura 12 - Cromatograma do lote de chocolate 01721 (refermentado) e o mesmo lote adicionado
dos padrées (STD) de teobromina (1), catequina (2), cafeina (3) e epicatequina (4).
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Figura 13 - Cromatograma do lote de chocolate 01921 (tradicional) e 0 mesmo lote adicionado dos
padrées (STD) de teobromina (1), catequina (2), cafeina (3) e epicatequina (4).
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Também foram obtidos os espectros de UV-vis de cada um dos picos
indicados nos cromatogramas e correlacionados com os padrdes utilizados
(ANEXOS) para correlacionar com os dados apresentados por CLAE.

A amostra de chocolate do lote 01921 apresentou areas relativamente
maiores que a amostra do lote 01721 do chocolate refermentado conforme dados
da tabela 2. As diferencas nas areas dos picos sugerem concentracfes de
teobromina, catequina, cafeina e epicatequina no lote tradicional (01921)
relativamente maior que no lote de améndoas de cacau refermentadas. Estes
compostos contribuem com a capacidade antioxidante, amargor e adstringéncia
conferidos aos chocolates!®. Considera-se positiva a reducdo destes compostos

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

Tabela 2 - Area dos picos dos cromatogramas referente as amostras de chocolate analisadas via

CLAE-DAD
Picos Amostra Amostra
01721 01921
1 4293849 4386991
2 372866 519976
3 847765 1047622
4 150719 187232

Fonte: Elaborado pela autora
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Considerando os resultados da andlise por CLAE é possivel notar uma
reducdo dos principais compostos fendlicos (monémeros de catequina e
epicatequina). Correlacionando estes dados aos obtidos através do doseamento
de fendlicos e taninos totais € possivel sugerir reacdes de polimerizacdo 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 contribuido para a reducao

do amargor e adstringéncia do chocolate.

3.3.3 Capacidante antioxidante

Com base nos resultados da atividade antioxidante dos dois lotes de
chocolate foi possivel constatar que a diferenca de percentual entre eles ndo foi
estatisticamente significativa, ap0s Andlise de Variancia (ANOVA) para
comparacao das médias e teste de Tukey realizado com nivel de significancia
minimo de 5% (p>0,05). Os resultados dos ensaios das amostras de chocolate

estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Capacidade antioxidante pela redugdo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) pelas
amostras de chocolate em diferentes concentragcfes

Atividade de reducéo de DPPH (%)

Amostras
5 pug/mL 50 pug/mL 500 pg/mL
01721 18,88 + 3,032 23,104 + 2,25b 33,33 £ 0,50¢
01921 18,45 + 0,302 24,464 + 0,61° 34,33 + 1,06¢

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

Através da analise realizada nas trés concentracdes da amostra (5, 50 e
500 pg/mL) nota-se que € necessaria uma quantidade maior de amostra para
inibir a concentracao inicial do DPPH visto que na concentracdo de 5 pg/mL a
amostra apresentou potencial antioxidante menor.

A capacidade antioxidante dos chocolates esta relacionada a compostos
presentes como o0s polifendis. Esses compostos sado capazes de neutralizar
radicais livres no organismo, moléculas altamente instaveis que podem provocar
danos celulares proporcionando o surgimento de doengas crbnicas como

consequéncia do estresse oxidativo como doencas neurodegenerativas,
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cardiovasculares, cancer, diabetes etc®®. Quanto maior o teor de cacau no
chocolate, maior a capacidade antioxidante sendo esta, propriedade benéfica
proporcionada pela composi¢ao quimica do cacau.

Os resultados demonstraram que o segundo processo de fermentagcéo nao
influenciou significativamente o potencial antioxidante do chocolate, sendo
considerado um ponto positivo visto que foi possivel melhorar as caracteristicas

sensoriais do produto sem interferéncia negativa nas propriedades do chocolate.

3.3 4 Composicao fisico-quimica dos chocolates

Ambos os lotes de chocolates foram analisados quanto ao teor de
umidade, gordura, cinzas e proteinas conforme resultados apresentados na tabela
4 a seqguir.

Tabela 4 - Analises fisico-quimicas das amostras de chocolate com améndoas refermentadas
(01721) e com améndoas tradicionais (01921)

Amostras Cinzas (%) Umidade (%) Gordura (%) Proteinas (%)
01721 0,22 £ 0,032 3,74+ 0,31° 63,20 £ 0,03¢ 4,97 + 0,024
01921 0,54 + 0,202 3,65+ 0,31° 63,19 + 0,15¢ 5,21 + 0,009

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

Os dados foram comparados estatisticamente por meio de analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey e ndo apresentaram diferencas significativas
entre 0s parametros analisados 0 que demonstra que 0 processo de
refermentacdo das améndoas nao influenciou os parametros fisico-quimicos dos
chocolates.

Os valores de umidade, cinzas e lipideos obtidos foram comparados com
os padrées estabelecidos pela legislacdo (Resolucédo n°12/1978)5! de no maximo
2,5%, maximo 3% e minimo 20% respectivamente. Apenas o valor de umidade
esta acima do preconizado pela legislagdo demonstrando a necessidade de
ajustes nas etapas de secagem e torra das améndoas.

Os valores de proteina obtidos se assemelham ao estudo da composicao

centesimal realizado por Jamile®? com valores cerca de 5%.



Programa de Pés-Graduagdo Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais - UFSJ 37

3.3 5 Determinacdo de compostos volateis

Foi realizada a extracdo dos compostos volateis via metodologia
headspace porém a metodologia de analises por cromatografia gasosa -
espectrometria de massas nao foi totalmente definida impossibilitando ser

realizada analise do perfil dos compostos volateis nesse estudo.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Fermentacao

Para o processo de fermentacao foram usados:

% Améndoas de cacau secas;
% Caldo de cana;
% Levedura de cerveja belga ABBAYE (Saccharomyces cerevisiae)

As améndoas foram obtidas na Fazenda Santa Rita situada em Ilhéus — BA
a qual utiliza um processo convencional de manejo pés-colheita, realizando
fermentacdo natural em coxos construidos em madeira cobertos com folhas de
bananeira no estagio inicial da fermentacéo e secagem natural ao sol/estufa.

A fermentacédo foi conduzida a partir de améndoas secas ja fermentadas
por processo tradicional nas fazendas. Optou-se por utilizar améndoas de cacau
da variedade Forastero. Esta variedade e seus descendentes possuem
caracteristicas como forte amargor e adstringéncia, devido a quantidade de
compostos fendlicos presentes em suas células (ca. 30 a 60% comparado a
variedade Criollo).%® Levou-se em consideracdo também a variedade que é menos
aromatica e sua propor¢do de producdo mundial em relacdo a outras variedades
visando obter melhores resultados em relacao ao perfil quimico e sensorial.

O caldo de cana foi obtido da plantacdo particular em um sitio da regido de
Para de Minas, Minas Gerais. As canas foram cortadas e o caldo extraido no
mesmo dia, peneirado e conservado em geladeira por um periodo maximo de 12
horas apds extracdo até sua utilizagéo.

Nos ultimos anos, quatro espécies de leveduras tém sido alvo de estudos
sobre a identificacdo desses microorganismos no processo de fermentacdo do
cacau: Saccharomyces cerevisiae, P. kudriavzevii, Pichia manshurica and

Hanseniaspora opuntiae, sendo a primeira possivelmente a mais comum?,
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Saccharomyces cerevisiae e P. kudriavzevii se destacaram pela capacidade de
produzir compostos volateis como ésteres, alcoois e aldeidos responsaveis por
aromas frutados, florais e doces, desejaveis ao chocolate®*. Outras caracteristicas
importantes dessas espécies sdo a capacidade de adaptacdo as condigcbes
ambientais e inibicdo do crescimento de microorganismos putrefativoss?.

Para a escolha do microrganismo foi levado em consideracao o estudo feito
por Meersman e colaboradores (2016)% em que utilizaram hibridos de leveduras
da espécie Saccharomyces cerevisiae que combinavam caracteristicas
importantes de termotolerancia e grande producao de ésteres aromaticos volateis,
alcoois e aldeidos, como culturas iniciais para fermentacdo da polpa de cacau,
sendo estas capazes de modular o sabor e aroma dos chocolates. Além disso, tal
espécie produz toxinas que evitam a proliferacdo de microorganismos
indesejaveis?®®. Neste sentido, esperava-se obter um processo fermentativo
eficiente relacionado ao aspecto sensorial e com um custo reduzido,
considerando a realizacdo do processo em temperatura ambiente, sem a

necessidade de equipamento de controle de temperatura.

4.1.1 Procedimento

Inicialmente foi realizado a sanitizacdo de todos os utensilios utilizados no
processo com lodophor (1% em &gua), sanitizante muito usado na industria de
alimentos pela sua ampla acdo germinicida e por ndo necessitar enxague, nao
deixando residuos que possam afetar o processo e impactar a saude
negativamente.

O processo de fermentacao foi realizado em baldes (capacidade 3,5 L) de
polipropileno 100% alimenticio e livre de Bisfenol A (BPA). O balde foi adaptado
com uma torneira na parte inferior e abertura na tampa para insergcdo de um
airlock.

As alteracdes foram necessarias para evitar a entrada de oxigénio no
mosto durante processo de fermentacdo. Apos a higienizacao do recipiente, foram
acrescentados 3 litros de caldo de cana, devidamente peneirados para eliminacao
de residuos sélidos da extracdo. Em seguida, foi adicionado 1,1 kg de améndoas
de cacau secas e fermentadas pelo processo de fermentagcdo convencional da

fazenda. As améndoas permaneceram imersas no caldo de cana por um periodo
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de 15 minutos até a inclusdo da levedura.

A preparacao da Saccharomyces cerevisiae ocorreu conforme especificado
pelo fabricante (Danstar Ferment A. G.), com hidratacdo em 100 mL de agua
mineral por 15 minutos e posterior agitacdo do recipiente para homogeneizagéo,
aguardando por mais 15 minutos. Em seguida, a levedura foi inoculada no
recipiente da fermentacdo e o balde fechado hermeticamente. O processo foi
conduzido em temperatura ambiente (25 a 30°C) e controlado por um refratdmetro
a cada 12 horas. Os resultados seguiram conforme Figura 14. Apos
homogeneizacéo dos produtos da fermentacéao foi feito a medicao inicial do Brix o
qual apresentou valor de 17°Bx ou densidade de 1068 kg/m3. Com o progresso da
fermentacdo ocorre a transformacéo dos aclcares do caldo de cana em etanol
pelas leveduras e consequentemente ha a reducdo da densidade do mosto. A
fermentacao finalizou apos 48 horas. Com o intuito de confirmar o processo final
da fermentacdo foram realizadas mais duas medi¢cdes para verificar a

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

Figura 14 - Densidade ao longo do processo de fermentacdo de améndoas secas de cacau
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Apbs o término da fermentacdo as améndoas foram lavadas e o produto
gerado da refermentacdo (aguardente de cacau) segregado em garrafa pet

devidamente higienizada e congelado em freezer para posterior destilagao.
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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 periodo de 36 horas afim de permitir melhor controle
das variacOes de temperatura do processo sobre o produto.

4.3 Torra

O processo de torra foi conduzido em estufa mantida & temperatura
constante de 120°C para eliminacdo de compostos volateis indesejaveis e
reducdo da umidade do gréo abaixo de 7%. Ao final do processo as améndoas
atingiram temperatura média de 111°C. Esse processo além de proporcionar o
desenvolvimento dos compostos de aroma e sabor que dardo caracteristicas ao
chocolate, auxilia na préxima etapa de fabricacdo facilitando a quebra das

améndoas e separacao da casca.

4.4 Fabricagao do Chocolate

Apbs processo de torra, as améndoas foram dispostas em pedra de granito
por cerca de 24h para um resfriamento rapido que tem por objetivo interromper as
reacdes que continuam acontecendo em altas temperaturas, mesmo apés a
retirada do forno. Em seguida, foi realizada a quebra e o descasque em
equipamento proprio desenvolvido para a obtencdo do nibs de cacau utilizado na
receita do chocolate e separacdo deste da casca.

Os nibs de cacau passaram entdo por uma pré-moagem em liquidificador
ARNO modelo doméstico, para reducao da granulometria e transformacao do nibs
em pod, possibilitando maior eficiéncia 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 20um em menor tempo.

A receita do chocolate foi balanceada para 1kg de produto, considerando a
capacidade minima de moagem da melanger marca Premir — capacidade 4,5kg.
Como se pretendia obter um produto com alto teor de cacau e que atingisse maior
aceitacdo 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 moidos formando uma pasta fluida) e 30% de acucar
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demerara organico. Essa mistura permaneceu por 48 horas em processo de
refino, até que a textura do chocolate ndo apresentasse granulos de tamanho
sensivel ao perceptivel pela lingua.

Ao finalizar o processo de refino e conchagem, o chocolate foi retirado da
melanger para o processo de témpera realizado de forma manual, onde a massa
foi depositada em uma superficie de granito devidamente higienizada e o produto
agitado por meio de espatulas até atingir temperatura de 30°C, monitorada por
termémetro a laser, com posterior aquecimento até 31°C utilizando um secador
préprio marca Arno para tal finalidade. Em seguida, o chocolate foi distribuido em
moldes de barras de 40g e inseridos em geladeira a uma temperatura média de
10°C para finalizacdo da cristalizacdo, até desprendimento das barras do molde.
Posteriormente, as barras foram retiradas da geladeira para estabilizacdo da
temperatura e embaladas.

Foram realizadas duas bateladas de chocolate: a primeira, apds o0 processo
de fermentacdo detalhado acima. A segunda realizada a partir de améndoas
secas sem passar pelo processo de refermentacdo. Ambas foram analisadas
guimicamente e sensorialmente para avaliacdo dos resultados do processo
desenvolvido. Vale ressaltar que a partir do processo de torra, ambos os lotes de
chocolate respeitaram 0s mesmos parametros de torra e fabricacdo até a

producéao final das barras.

4.5 Analise Sensorial

Duas amostras de cada um dos lotes de chocolate foram enviadas ao
Centro de Inovacao do Cacau (CIC) em llhéus/Bahia para realizacdo de analise
sensorial (teste afetivo/ teste de aceitacdo). O laboratério trabalha desde 2017
realizando andlises em cacau e chocolate prestando servicos a produtores de
variados portes até industrias processadoras. A analise foi conduzida pela gerente
de qualidade do CIC, Adriana Reis, bidloga, com mestrado em genética e biologia
molecular, doutora em biotecnologia na area de bioprospeccdo de
microrganismos da fermentacdo de cacau e atuante na qualificagdo do cacau do
Brasil auxiliando os produtores a alcancarem melhores resultados. A andlise foi
conduzida seguindo a metodologia do Guia para Avaliacdo Sensorial de
Améndoas de Cacau e Chocolate da Cocoa of Excellence (edigdo 2021) com um
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painel de 5 degustadores especializados.

4.6 Extracdo de compostos fendlicos e alcaloides

Para obtencdo dos compostos de interesse da matriz utilizou-se como
referéncia o estudo de Hammerstone e colaboradores (1999).%6

Uma amostra de cada um dos dois lotes de chocolate temperados (01721 e
01921) foram moidas em liquidificador ARNO e posteriormente congeladas até a
extracao da gordura.

Os lipidios foram retirados de 45g de chocolate, extraidos trés vezes em
450 mL de hexano. Ao final da extracdo obteve-se aproximadamente 36g e 27g
de material desengordurado referente aos lotes 01721 e 01921, respectivamente.

Os polifendis e alcaloides do chocolate foram obtidos a partir de uma
amostra de 10g de material desengordurado extraidos em 50mL de acetona, dgua
e acido acético nas proporcées 70%, 29,5%, 0,5%, respectivamente. ApGs um
intervalo de 1 hora, o material foi centrifugado (Centrifuga Evlab modelo EV 025)
por 10 minutos a uma rotacdo de 1500 giros. O sobrenadante foi coletado e
concentrado, com remocao dos solventes por evaporacao rotativa a 40°C por 2
horas. Em seguida o material foi congelado para posterior liofilizacdo a -85°C
(liofilizador Labconco freezone 4.5) resultando em 3,79 e 3,59 de material
referente aos lotes 01721 e 01921 respectivamente.

Posteriormente foi conduzida extracdo em fase sélida nas duas amostras
liofilizadas para separacdo dos analitos de interesse. Para isso foi usado cartucho
de coluna C18 de 6mL pré-condicionadas com metanol e agua ultrapura. O
procedimento foi desenvolvido utilizando 1g do extrato seco liofilizado suspenso
em 100mL de agua ultrapura com auxilio de sonicacdo. Aliquotas do extrato
suspenso foram eluidas primeiramente com agua para remocédo dos carboidratos,
seguida de eluicdo dos fendlicos e alcaloides por uma mistura de acetona, agua e
acido aceético nas proporcbées em volume 70:29,5:0,5, respectivamente. Os
eluatos contendo os acUcares foram descartados e as fracdes contendo os
fendlicos e alcaloides foram combinadas, concentradas por meio de evaporagao

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

A analise qualitativa foi realizada nas amostras usando um sistema UFLC
modular (Shimadzu Corp., Kyoto, Japao), composto por uma bomba quaternéria
(modelo LC-20AD), desgaseificador, amostrador automatico (SIL-20AHT),
detector de arranjo de diodos (DAD, SPD-M20A) e comunicador (CBM-20A),
controlado por sistema de computador operado pelo software LC LabSolutions
versao 1.25 (Shimadzu Corp., Kyoto, Jap&o). Os compostos foram separados em
coluna analitica C18 (Waters 250 x 4,6mm, 5um) a 25 + 2°C. As fases moveis
utilizadas no gradiente foram (A) solucdo de acido trifluoroacético - TFA (0,1%) e
(B) metanol, com vazéo de 1,0 mL/min. O gradiente das fases moveis usado para
anélise 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
injecdo usado para cada execucdao foi de 5 pL. A determinacéo foi realizada a 254
e 350 nm. As amostras foram diluidas em fase mével, homogeneizadas em banho

ultrassonico e filtradas em filtro de seringa de 0,45um antes de serem injetadas.

4.8 Doseamento de fendlicos totais e taninos totais

A dosagem de compostos fendlicos totais foi realizada, em triplicata para
cada amostra, pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu®’, com algumas
adaptacdes. Esse método utiliza uma mistura dos acidos fosfotunguistico e
fosfomolibidico em meio basico. O acido galico foi o padrdo utilizado (Sigma
Aldrich — 0,2 mg/mL) para construir a curva analitica (5, 10, 20, 30, 40 ug/mL)
diluido em etanol 55%. Em tubos de ensaio, contendo 250uL da amostra (0,1
mg/mL), foram adicionados 2.250uL de uma mistura reativa (Folin Ciocalteu),
previamente, diluida em agua destilada (1:4 v/v), e 250uL de uma solugao
saturada de carbonato de sodio (Na2COs3) a 17%. Apdés 30 minutos, as leituras
das absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro UV/VIS em 750nm. Os
teores de compostos fenodlicos foram expressos em mg equivalentes acido galico
por grama de extrato seco (mg EAG/Qg).

Os taninos totais foram determinados por método indireto adaptado de
Makkar e colaboradores®. Este método consiste na diferenca entre os fendlicos

totais e os fendlicos nado tanicos. Os fendlicos ndo tanicos das amostras de
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chocolate desengordurado e extratos fendlicos de chocolate foram obtidos a partir
da adicdo do agente precipitante polivinilpolipirrolidona (PVPP) em tubo cdnico na
quantidade de 150mg em cada tubo e posterior adi¢do de 1500uL da amostra. Os
tubos foram levados a centrifuga por 10 minutos a 1600rpm. O sobrenadante foi
recolhido e realizado a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, conforme

realizado anteriormente para fendlicos totais.

4.9 Analise da capacidade antioxidante

As capacidades de eliminacédo de radicais das amostras dos dois lotes de
chocolate foram analisadas com base na reacdo com DPPH. A determinacédo da
atividade antioxidante pelo método DPPH foi baseada no experimento de Mano-
Sousa e colaboradores (2022)%° com algumas adaptacdes. Uma solucdo de
DPPH (0,002% p:v) em etanol foi preparada. Em seguida, 750uL das amostras (5,
50 e 500 pg/mL) foram adicionados aos tubos contendo 1500uL de solucédo de
DPPH. O tubo foi entdo coberto e deixado no escuro a temperatura ambiente
(25°C). As amostras foram analisadas em triplicatas sendo utilizada como
amostra de controle, uma preparacao de 750uL de amostra adicionado de 1500uL
de etanol. Apés 30 minutos, a absorbancia em 517nm foi medida com um
espectrofotometro (Biotek Power Wave XS2, EUA) e o etanol foi usado para
correcao da linha de base. A absorbancia foi expressa como a porcentagem de
inibicéo e foi calculada usando a equacéao:

Capacidade antioxidante (%) = [1-(abs controle — abs amostra) + abs controle] x 100

Onde, abs controle = absor¢céo da amostra em etanol e abs controle = absorcao
das amostras de chocolate em etanol e DPPH. Todos os ensaios foram realizados
em triplicatas e analisados estatisticamente por Andlise de Variancia (ANOVA)

com teste de Tukey estabelecendo nivel minimo de significancia de 5% (p<0,05).

4.10 Analises fisico-quimicas
As analises fisico-quimicas de umidade, cinzas, lipideos e proteinas foram
realizadas pelos laboratérios de quimica de alimentos e setor de floricultura da

Universidade Federal de Vigosa — Campus Florestal conforme descrito a seguir.
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4.10.1 Determinacao de perda por dessecacao (umidade)

O procedimento ocorreu em duplicatas segundo as normas do Instituto
Adolfo Lutz’® com adaptacGes. Cerca de 4g de amostra de cada lote de chocolate
foram colocados em um recipiente previamente tarado, pesadas em balanga
analitica e direcionadas para estufa a 105°C durante 3 dias, sendo pesadas em
intervalos de cerca de 3 horas durante o dia até obtencdo de peso constante.
Posteriormente o material foi resfriado em um dessecador até a temperatura

ambiente e pesado para célculo do percentual de umidade conforme a equacao:

% umidade = 100 x N
P

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

gramas da amostra.

4.10.2 Determinacéo de cinzas (residuo por incineragao)

O procedimento ocorreu em duplicatas segundo as normas do Instituto
Adolfo Lutz’®. Cerca de 2g de amostra de cada lote de chocolate pesadas em
balanca analitica 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 eliminacdo completa do carvao. O residuo foi
resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado. As operacbes de
aquecimento e resfriamento foram repetidas até a obtencdo de peso constante
para célculo do grau de pureza do material conforme a equacéo:

% cinzas = 100 x N
F)

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

4.10.3 Extracdao direta de lipideos em Soxhlet
O procedimento ocorreu em duplicatas segundo as normas do Instituto
Adolfo Lutz.”® Foram pesadas em balanca analitica cerca de 4g das amostras de

cada lote de chocolate em cartucho soxhlet e amarrado com fio de |a previamente
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desengordurado. Em seguida, o cartucho foi transferido para o aparelho extrator
tipo soxhlet sendo este acoplado ao baldo 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 a extracao
continua por 8 horas (4 a 5 gotas por segundo). Posteriormente o cartucho foi
retirado e o solvente destilado. O baldo com o residuo foi transferido para a estufa
a 105°C e mantido por cerca de 1 hora. Apos retirada da estufa, foi resfriado em
dessecador até temperatura ambiente. A operacdo de aquecimento foi repetida
mantendo a temperatura por 30 minutos seguida de posterior resfriamento em

dessecador. O célculo foi realizado seguindo a equacao:

% lipideos = 100 x N
P

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

4.10.4 Determinacao de proteinas — método Kjeldahl

O procedimento ocorreu em duplicatas segundo as normas do Instituto
Adolfo Lutz’® com adaptacdes. 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 solucdo de H2SOs4 concentrado e 1g de mistura digestora
(Na2S0a4, CuSOq4, 4gua e selénio metalico). A digestdo em bloco foi conduzida a
temperatura entre 360°C e 410°C. A digestao foi concluida quando praticamente
cessou a evolugcdo da fumaga 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 destilacdo da solugdo indicadora em acido borico. Foi
adicionado ao material digerido de 20mL de NaOH 40% e liberado a entrada de
vapor no tubo de digestdo. A liberagcdo de NHs é iniciada e arrastada através do
destilador pelo vapor d’agua sendo condensado e coletado pela solucdo
indicadora em &cido bodrico, assumindo coloragdo azul e indicando o final da
transferéncia de NHs. Em seguida, a solucdo é titulada em HCI padrdao (0,05
mol/L) até que assumir coloracao vermelha. O mesmo procedimento de destilacao

e titulagdo foi realizado com a prova em branco. Apés a titulacdo da prova em
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branco foram feitos os calculos para obtencdo do percentual de proteina conforme

as etapas abaixo.

12) Célculo do volume liquido de HCI gasto na titulagdo da amostra:
VL=Va-Vs

Onde, VL = volume liquido de HCI gasto na titulacdo da amostra, Va = volume da
titulacdo da amostra e Vs = volume de HCI da titulagéo da prova em branco.

2%) Célculo da quantidade de acidez (H*) gasta na recomposicdo do acido borico:

H* = VL x concentragédo HCI x f
Onde f = fator de correcdo = 1,0316
3%) Célculo da quantidade de massa de N a partir da acidez gasta para recompor
H2BOs sendo esta equivalente a quantidade de NHs: em termos de matéria

proveniente do destilado e captura pelo acido borico.

Massa molar N = 14 mmol/mg

Massa N = Quantidade H* x massa molar N

43) Calculo da quantidade de N total da amostra:

Teor N total = massa N
peso amostra

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

Teor de proteina =teor de N x f

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

6%) Calcular percentual de proteina contido na amostra:

% proteina = teor de proteina da amostra x 100
peso da amostra
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4.11 Extracdo de compostos volateis

A extracao dos volateis das amostras dos dois lotes de chocolate de cacau seguiu
conforme procedimento realizado por Martins e colaboradores (2017)’* com
algumas adaptagdes. As amostras (20 g) foram maceradas e colocadas em
camaras vidro bitubuladas (15 x 10 cm), sob temperatura, umidade e iluminacéo
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!
de ar filtrado em carvao ativado, durante 120 minutos. A dessorcao foi realizada

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

5 CONCLUSOES

O presente estudo possibilitou desenvolver um processo biotecnolégico de
baixo custo para melhoria do flavor de améndoas de cacau. O processo de
fermentacdo com uma levedura belga da espécie Saccharomyces cerevisiae
amplamente utilizada na fabricagdo de bebidas demonstrou ser uma excelente
alternativa para correcdo de alguns problemas decorridos da primeira
fermentacdo de grados de cacau nas fazendas, por exemplo sobrefermentacao,
sem prejuizo dos compostos fendlicos. Além de ser uma alternativa para a
melhoria dos atributos sensoriais de chocolates com alto teor de cacau que
desagradam grande parte da populacdo. A fermentacdo desenvolvida foi
conduzida em temperatura ambiente e demonstrou excelentes resultados com a
levedura utilizada, mesmo em condi¢cdes adversas. Também deve-se ressaltar
gue o residuo gerado possibilita novos estudos sobre o desenvolvimento de uma
bebida alcodlica a base de cana de aclcar e cacau que nao foi o objeto desta
pesquisa.

Através das metodologias aplicadas para determinacdo do teor de
compostos fendlicos e taninos, dos perfis cromatograficos e analises fisico-
quimicas das amostras foi possivel sugerir que mesmo havendo pouca diferenca
no teor de compostos fendlicos dos chocolates produzidos houve uma mudanca
significativa nas caracteristicas sensoriais da amostra possivelmente relacionadas
aos compostos volateis presentes e modificado pela agdo das leveduras durante
0 processo de fermentacdo. Além disso, a capacidade antioxidante se manteve

igual sendo este um dos principais atributos desejaveis pelos consumidores pelas
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suas funcdes benéficas relacionadas a saude, o que o torna um alimento
amplamente comercial.

Foi possivel também compreender melhor as reac¢des quimicas que
ocorrem durante o beneficiamento do cacau e fabricacdo do chocolate, a
importancia do conhecimento das etapas e fatores que podem interferir para
obtencdo de bons resultados, como forma de otimizar e potencializar 0s
processos de fabricacdo de chocolates de qualidade superior. Além disso, a
possibilidade de modular o aroma e sabor do cacau utilizando leveduras
especificas que possibilitam a manutencdo de caracteristicas quimicas do produto
importantes para a saude do consumidor final.

Mesmo ndo sendo possivel analisar o perfil dos compostos volateis nesse
estudo, a metodologia de extracdo abriu caminho para futuros estudos

relacionados a esses compostos de interesse.
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7 ANEXOS
Relatério de Emsaio Sensorial N2: 417.2022.B- V.0
1. bados Contratagso:
Salicitanta:
Razao Social: Gabriela Cristing Eias
CHPCPF: 105.755.936-95
Contato: Gabriela Cristing Bias E-maill! gabriela_slias? @hatmail oom
Praposta Comancial: 118.2023.%0
02, Dados ds Amostragem:
Dascricaa da Amsnstira: AMERDOAS DE CACAL FROCESSADS - CHDOOLATE
EI'HIH\II?I:I Amostragem: AU SED GONCALVES COELHO 400, CTHANADCUR Cldade: DIVINOPOLUSMG CEP: 355001255
Responsdvel pela Amostragem: renata rocha
Matriz & Origem Amastras Mréndoa de Cacau Processads - Chocolste alto teor de cacaw (= 408)
Data de Amostragem: 1BM30IT 10:30:00 Carascteristica da Amastra: Sirgles
Infarmacies Adicionais: CHOCOLATE DE ALTD TECR ACMA DE 40%
Data Racebimanto: 1BM32033T 10:43:00 Data Confardncia: FEFNEIN2T 1050:50
Responsdvel pela Conferéncia Adriana_Rek
Data Conclusdo Amortra: 210372032 15:27:11
N¥ Lote: L 01721 - Pk OBOT21
03, Resultados:
Parametros Resultados Metodologis Inicio Ensaio
Avaliacap Sensorial - Qualidade Global 710 Analse Sensorial Consensual F1i032021
Ayalacks Seraonial - Atributo Acidex 4,00 Analise Sensorial Consensual 10303l
Avalisgio Sensorial - Abribubo Adstrivgdnis .00 Enalese Sensorisl Cormenial FL032022
Ayakacko 5 al - ftribute Amaderads 2.00 Analse Sensorial Cormensual 21032022
Avaliagdn Sensorial - Atributo Arargor 3.50 Analise Sensorial Corsensual L3022
Ayaliacan Sensarial - Alribute Amendeado 3.00 Analise Sensorial Consensual 132022
Avalizin Sensorial - Sbribubo Docl .50 Analise Sensorad Cormensyal F1M32032
Asaliacin Sensorial - Atributo Espaciarias 2,00 Analse Sensorial Consensual F1M372022
Avaliazao Sensorial « Atnbuto Floral 1.50 Analse Sensorial Consensual F1i032021
Avaliacyo Sensorial - Arbuto Frutas Frescas 300 Andlse Sensoral Consensual 210032032
fraliscan Sensorial - abnbuts Frutas Marmors 4,00 Analse Sensorisl Corsensual 10372031
Hwaliagio Sensanal - Atriesto Qubros Q.0 Analse Sensorial Cormensual 21032022
Avaliagin Sensorial - Atk Sabor cacay 5.00 Analese Sensorisl Cormensal FL032033
Fyalacho Serdonial - Aribube Tormde 5.00 Analise Sensorial Consensual 132022
Avaliagdo Sensorial - O Flavor Animalicoura oo Analise Sensorial Corsencual L3022
Avalacan Sensaorial - 08 Flasor Fumada a.n Anilse Sensoral Consaneual F1M32032
Avalacho Sersonial - 04 Aavor Molfado 0.0 Endilise Sensorkad Corsaneyal F1in320332
Ayaliacio Sensorial - Off Flawvar Sobrefemmertado/Fitrido a0 Analise Sensorial Consensual 10303l
Avaliapdo Sersonial - Off Favor Sujo 0,0 Analse Sensorisl Corsensual 10372031

Opinides & Interpratagdes: Aroma: aoides Citrica {frutado) & amanteigado; Ctima rola para sabor Cacau; Atributos principais eguilibrados Com
afider citrics moderada; Atributos aumiliares em destsque: adocicado, frota marrom |demasiadaments maduray, fruta fresca e amendoado
moderads Molas suayas e espedianias lumamd) @ amadeiradas: Tragds para ol Norais (grean): Sem off flaver presents,

Referéncials) Normativals): CAOBISCOYECAFCC Cocoa Bears: Chocolabe and coooa Industry Quality Requirements. Sepbember 2015 |End, W
and Diand, R, Eclibars],

Relatdrio de Ensa ks tipe B

04, Qualidade Glabal:
0-3 OfFfavours claramente caracterizado na amastra como defuito; atributos bésicos e complementares mascarados pelos  off-Ravowrs ;
dependendo do tipo, nidmern e intensidade dos  afffssours , nota 0 € a pior e 3 a menos ime

4 Offavooss Com mensidade baixs; alnibutas Basicas seripmente desbalanosadss; atribulos complementaras mascarados pelas alf-Daviurs &
pelos strbuios bésicos deshalanceados.
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5 OWilevows com inkensidsde baixa; stribubos bésicos desbalano=ados; stribubos complementares parcialmente mascarados pelos atributos
hasicos deshalancaadns

& Of-Oavours com intensidade baixe; atribubos basicos desbalanceados: stributes complementams =m baia intersidsde, nada socepconal, nem
halancaada 205 atributes hisicos: sabor geral simglas, princpalments caractenzacs pelos atrketns BSC0E @ mence pelcs comglamentares,

T fuménoa de off-Mevours - um ou mas atribubos complementares 3o exoslentes mas nbo eitbo balanceados sos abrbutos bésicos: sabor gersl
simples, principalmenbe caracberizado pelos atribubos basicos € menos pelos atributos complementares.

B Ausdngia de oT-Navaurs ; Arikates Basicos bem equilibrades com sabor de cacaw modarsdo; um ou mais abibules comglemeniaras Lo
excelentes, em equiibric com os abrbutos bdsicos e entre si; o sabor geral apreserta alguma complexidade.

@ Ausdncia de aff-Navoors ; airibubos bdsicos bem balanceadss, boa base de sabar de cacaw: muiles alributos complemantanes axoalentes a am
equilibrie com os atrivutcs basicos e entre 5i; o sabor geral apresenta uma combiragio de complesdade, singularidade, harmania, brilho, gosto
resichaal limpo,

10 #uséncia de off-Mevours ; atributos bdsicos bem equilibrados, sm intensidade baizs & moderads, bom sabor de cacau; atributos
complementares claramente reconhacivels, mulbos excelentes, am equilibria com o5 atribubas bisicns @ enire si; @ sakor geral apresenta uma
tombinacks de complexidsde. singularidade, harmonia, brilho, gosto residusl limpo; 8 amostra & de qualidade extraordindria, raramente vista.

048, Termos & Definicoes:

Intensidade de Atributos

I Augenta

1 Somente tracos e gue podem rdo ser encontrado se provads rovamenke
2 Presente na amostra

3-5 Claramente caraClerizavel na amssira

6-B Dormimarke

B0 Maminrd dd gues ol j expareneniou

Cacaiis descritor que compreends o Uigiog sabor die amdndoas de cacau que foraem bam fermentadas, tomadas e livre de defeltos (harmas de
chocdlabe, cacsy fermentadatorado)

Acidar: describor gue agrupa os sabores provenientas do dcde chrice (frutas cibicas), doido acético {vinagre), dcdo Kctico |semalhants a chairo
de vimEn ou kEke amdo) = cida mineral (sabor metalico)

Amargor: descrtor percehico o fundn da linguaigarganta assoclado a0 sabor de cateina, cereia, pomala, carquaja & qua usualmants & devido &
falta de fermentscio adequada nas améndoas de caceu

Adstringdmcia: descritor relarents a sansacin da boca 5e5a elow de Aspereza na lingua na qual incremanta a producia de salka; percebide antre
& Fngua @ palate ou alrds dos denies frontais (Cascas de roees cruas. Casca de banana, alguns vinhas) Usuaknente davido & Taka de Tarmanta;ao
Doce: descritor referente a liguors ou chocolabe com o sabor caracteristico de caldo de cana caramsdizado - caramelo ou aplcar mascavo, a
aucar refinado

Frutas frescas: descrtor que agrupa ampla gama de frutas frescas como bagas (groselha, framiocesas rdo totalmente madura), frutas otricas
lessBngia de citrush & frukas Dopicais (banana, maracujd, lararja, quase sempre apmsenia uma mota Citrical

Frutas Marrons: describor gue agnapa ampla gama de frutas escuras {ameixa, ceneja escural, frutas secas {damasco seco, banana passas, dva
pasEas, Bhc, que saiTeram caramaelizagle do agdcar da fruta, com notas sufurcsas @ também de noges), fruta demasiadaments madur (debectads
&m améndoas ng initie da Sobrefermentaciol = frubas marrors |ameixas e thmaras)

amendoads: descritor relacionadn a0 sabor da naes, castanhas, cascas de roZes @ casta de améndoa & amendoim asscciade com alguma
sensacka de sdstringénca

Flaral: descritar gue agnipa ampla gama dasde graminga warde atéd flres & notas tpicas de perfumes. Flaral Gramadvegatal vardaHarmal. Floral
Terroso/Cogurmeske™ usgo/Madeira em decomposicioa. Florsl Flor de laranjera. Floral Perfume de floms

Amadelrado: descritor que agrupa 0 amadeirado de madeira clara {cinza, praia, borda, pinko brance, cacauein corfadal, madeira esours
Icarvalha, nogueira, tefa) & rasing (b, Balsama de Moiras de anones asouras @ Jaras]

Especlarias: Especiarias (noz-moscada, canela, crave, cardamaonno, paprica, fava-torka, baurilka, pimental; Teharo (cachimbol; Umami
Iglutarnate moness Mdicny
Torrado: medida de extensha da korra da aménadoa

O-Flavourd SujoPoarento: caracierislics desagradidl, ecirada poarenta

aff-Flaveurs Animal! de camne [ Coura: carne cursds, presunta, gordura processada gardura animel rangosa, kojs de arbigos de oo, Sels
de cavalo com natas da animal sujo samslhante & suor o wring

Off-Flavowrs Sobrefermentado fruta podre; fruts em decomposicho, associado 8 sobrefermentacho da améndoa ou fermentagbo ndo
unitanmrs

Off-Fi ¥ Putridal wegetais am decomposicho, compostagem, pdtio de fazenda, witnume

Off-Flavours Fumaga: acome guande g8 quaima material vegetal (madeira, grama, castas de catad, #1c.] Quiros off-laveurs - cacau
conLarmninado com fumaga da quaima de diess,

Off-Flavours Mofado: caracteristico de crescimento de mofo, blue cheese |gorgonzola, brie)

DiF-Flavours Outras O -Mavours: Feeliccla, peirdian, tela, bor@acha de pnew, quimioes

DD'-ClI;I:I de Werificachn: 0007400165352 01 35845 30302 200000

g -Jdrh'ﬁm} O Qmem'm.

Adriana Cristina Bas Femaim
CRBio-Bh B39 35405-0
Gastar Técnico
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Relatério de Ensaio Sensorial N2: 418.2022.B- V.0
01. Dsdos Contratacdo:
Salicitante:z
Razao Social: Gabriela Cristing Eias
CHPLCPF: 105.755.936-05
Contato: Gabrisla Cristing Bias E-mpil gabriela &lias?@hotmail oom
Prapasta Comarcial: 118.2032.%0
02, Dsdox da Amostragem:
Dascrigia da Amsostra: AMENDOAS DE CACAL FROCESSADA - CHDOOLATE
En-dlnpu Amostragem: AUA SED GORCALYES COELHGO 400, CHANADOUR Cldade: DIMINOPOLISMG CEP: 35501258
Responsavel pela Amostragem: renata.rocha
Matriz & Grigem Amostra: Amrdncoa de Cacau Protesssds - Chocolste alto teor de cacau (= d408)
Data de Amsostragem: 1BM32077T 10:30:00 Caractenistica da A B SEnples
Informachos fdicionais: CHOODLATE DE ALTO TEOR ACMA DE 40%
Data Racabimanto: 1BM3TOFE 10:43:00 Data Canfardmcia: FEMITOFZF 11:13:40
Responsdwel pela Comferéncia: sdriara_Reis
Data Conclusan Amostra: 2103207 15:31:37
NE Lote: LOlak] - FaB 170721
03. Resultados:
Parimetros Fesultados Metodologia Inicio Ensaio
Avallacao Sensonial - Qualidade Global 6,40 Andlse Sensorial Consensual F1032033
Avalacks Sersonal - Atributo Acider 350 Andlse Sensorial Consensual F1032033
rvalisgio Sensorial - Abibuto Gdstingércis 3,50 Andlse Sensorial Consensual FU052032
Aysbacks Sensonal - Stributo Amaderado 2.00 Kndlse Sensorial Consensual FL032022
Avalingae Sansorial - Atribulo Arargor 4,00 Analse Sensorial Consensual 132022
Avaliacao Sensorial - Alribule Amendeado .00 Analse Sensorial Consensual 132022
Aualiacsn Sansorial - Atributo Doca 3.50 Andlse Sensoriad Consansual F1032032
Aualiachn Sansorial - Abributo Espaciarias 200 Andlse Sensorid Consansual FN032
Awvaliacdo Sensorial - Atnbuto Floral 200 Andlse Sensorial Consensual F1032033
Ayaliachs Sensorial - Atribute Frutas Frescas 100 &ndlse Sensorial Consensual 032022
#ualisclio Sensorial - atrbubs Frutas Marrors 400 &ndlse Sensorial Consensual 032022
Evaliapio Sensorial - Afibgn Oubros a,0 Andlse Sensorial Consensual FU052032
Avaliapio Sensorial - dtnboto Sabor cacau 4.50 Andlse Sensorial Consensual FU052032
FAyaiacha Sersofial - Aribute Terrade 4.50 Analse Sensarial Cansencual 132022
Aaalingde Sanserial - O Flaver Anenalicouns oo Analse Sensarial Cansencual 132022
Avalacen Sensonal - O Flawor Fumata o0 Analse Sensoral Consaneual FL032032
Avaliagho Sereonial - OF Aasnr Mofade a0 Andlse Sensorid Consansual FN032
Ayaliacin Sensorial - Off Flawor SobrefemertadoiFitrido 1.50 Andlse Sensorial Consensual F1032033
Avaliapio Sermonial - O Flavor Sujs a,0 Andlse Sensorial Consensual F1032033

Opinides & Interpretacties: Aroma: amanieigada e Noral (greenl: Boa nota para saber Cacau; Alribubes prindipais ewﬁhradus COM AMangar
moderadn; Atnbutos auxiliares em destaque: fruta marrom |demasiadamente madura), adocicada, fnta fresca moderada; Notas suaves florais
Igreen & herball. amendoadas, de especiarias (umamil & amadeiradas; ON Navor presente: sobrefermentado (tragos]; Amargor fendico residual
| e

Rafardncials) Normativais): CA0SISOOVECAFCE Cocna Bears: Chocodate and cnoca Industry Qualky Reguimemrents. Septembar 2015 |End, M |
and Dand, R, Editors),

Relsbirio de= Ensaios tipo B

0. Quadidads Glabal:

0=-3 Offfawours claramente caracterizado na amostra como defeito; atributos bdsicos e complementares mascarados pelos  of-Ravows ;
dependends 4o tipe, nemern o inensclade dos af-Daviurs , nota 0 & & pior & 3 a menos i
4 Offflavowrs com irtensidade baiva; atibubos bisicos seriamente deskalanceades; atributes complernentares mascarados pelos afffsvours &
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pelos strivutns bisicos deshslarceadng,

5 OWlavouns com intansidade baika; atributos basios deshalanoeados, atributos cComplamentaras partialmants mascarados pelos atributng
bémicos desbalsniceados.

B Of-Oaw0urs oom intensiclacks Daixa; atributos basioos desbalanoeatos; aribus complamantanas em baba intergidatde, nada excapoional, nam
balsncesdo sos atribubes bésicos: sabor geral Smples, princpalmente caractenzade pelos atribotos basicns & menos pelos complementanes,

7 fusBnoa de off-fevours - um ou maks atrbubas complementares sao excelentes mas nao estao balanoeados aos atnbutos bdsicos; sabor geral
simples, principalmente caracierizadn palos abibubos Dasicos @ menos pelos abibubas complernentares,

8 Auséncia de oifflavours | Atnbutos basicos bem eguilibradios com sabor de cacau moderado; um ou mals atrbotos complementares sio
exgalervies, e equlibis com o8 Mnbutos Basioos e enire s; o 5abor geral Aprasenta alguma complexidade,

9 dusincia de afftfavows ; atribubos bédsicos bem balanceados, boa base de sabor de caraw; muitos atribubos complementares excelentes e em
equilBie Com o Arkules Dasicos & entng &) o saber geral apmsenta uma comBinag o G complesidade, singularidade. harmaonia, brillio, oste
resicual limpo.

10 Auséncia da off-Mavours | atributos badsicos bem eguilibrados, em intensidade baixa a moderada, bom sabor de Catau) atributos
complementares claramente reconheciveis, muibtos sxcelentes. em equilibrio com o3 stributos basicos & enfre si; o sabor geral apresents uma
combinacks de complaxidade, singularidade, harmonia, brilho, gosto residisal limpo; 3 amostra ¢ de qualdade extranrdndria, mramante wista,
|u-.i. Tarmsos & Definigoes:

Intensidade da Atributes

0 dusents

1 Somente bracos e gue podem ndo ser encontrado se provado novamente
2 Preceile ng amosira
3.5 {laramente caracterizével na amostra
-8 Dorminarie
%10 Makimo do que vook [ experimentou

Cacau: descritor que compreende o tipico sabor de améndoas de cacau que faram bem fermentadas, torradas e livre de defeitos (barras de
chacolabe, cacau Tarmentadoftnrado)

Acidez; describor que agrups o sabores provenientes do scde Citrice Crutas ditricas), Scido acétics (vinsgrel, doda lictica [semelhante a cheiro
de wimnin ou kite azedo) @ Acido mineral (sabor metaliong

Amargor: descritor percebide no fundo da lingualganganta associado 8o sabor de cafeina, cerveja, pomelo, carquejs & que usualmentes & devido &
Talta de fermantacan adanuada nag amendoas da Cacad

Adstringéncin: descriler relarenio o Lensadan de DOCa SeLa afjy de asperaza fa lingua na qual infremanta 3 produCso de salia; peroeiidy anine
& ingua e palabo ow atrds dos dentes fromtais (cascas de noczes cuas, casca de banana, akguns vinhosh. Usuaimerte devido & faka de fermenta;io

Doce: descritor relerente a liguors ou chsoolate com o sabar Caracieristico de calds de cana caramelizado - Carameld ou B{LLAr Mascavg, a
acicar refinadn

Frutas fresgas: descritor que agrupa ampla gama de Trutas frescas como Bagas (grosalha, framiessas ndo olalmenie madura), Trulas oiricas
|esséncia de dtns) e frutas tropicais (banana, maracujd, (ararga, quases sempre apresenta uma nota citrica)

Frutas Marrans: desoritor gue agnipa ampla gama de frutas escuras (ameaixa, cergja ascural, Trutas secag (damasco se0o, hanana passas, wa
pasias, gb. que solreram caramelizacio do acdcar da fruta, com notas suBuncsas e também de noazes), fruta demadiadamente madura (debsctade
&m am#éndnas ne infte da sobrplermentacinl & frukas marmors [amsixas @ tamaras|

Amendoado: descritor relacionado ao abar de nozes. castanhas, cascas de nozes e casca de améEndoa = amendaim associade com alguma
sENEACHD de adsiringéncia

Floral; descritor gue= sgrupa ampla gama desds gramines yerde abé flores & notas tipices de perfumes. Floral GramaVegets serdeierbsl Floral
TerrasoiCogumel™Musgo/Madeira em decomposi;do. Floral Flor de laranjeira. Floral Perfume de flones.

Amadeirado: descritor que agrupa 0 amadeirado de madeira Clara (Cinga, praia, borde, pinhd branco, Calaueing Coradal, madeira esura
|carvalho, nogueira, teca) @ resing (hrew, balsama de resines de drvores escuras € claras)

Espaciarias: Eopanarias (ne2-moscada, canela, {rava, {ardamano, paprica, fava-lorka, baurilha, pirsental; Tabadd (Cachimiol: Loami
|glutarmato monossedico)

Tarrados medida de axiensso da torma da arencoa

Off-Flavowrs SujoPoerenmto: caracteristica dessgradivel, putrada poerenta

OFf-Flaveurs Animali da camne [ CoURG: Mg CUrada, presunta, gordura processada, gondur animal rangesa, las e artiges da oo, 5ol
de cavalo com notas de animal sujo seredbante s suor o wring

Off-Flavours Sobrefermantadel fruta podra: fruta em decomposichn, associade a snbrafarmentachn da améndoa ou farmantaga ndo
unifarmes

FF-F, Puitrid B tais am denmposicho, compostagam, patio de tazenda, Rstname

Off-Flavours Fumaga: ooome guande e queima matenal vagetal (madeira, grama. castas de ¢afau, el ] Duirgs ofl-Navours - Cacau
contamninada com fumaca da gueima de diesal.

DiF-Flavours Mofado: caracienslios de crestimania de mohy, Blue chesse [gorgonasla, brie)

Off-Flavours Qutros Off-flavours: rseticids, petrdlen, bnta, horracha de pneu, quimicos

Cécfige de Werificacan: 00074001653520135%4 530302200000

= -/Ldm'm O Qw—“ﬁam'm.

fdriana Cristinag Rers Ferrera
CRBio-B4 B593905-0
Gestar Técnico
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Figura 15 — Espectro UV-vis do padrdo de teobromina
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Figura 16 - Espectro UV-vis do padréo de catequina
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Figura 17 - Espectro UV-vis padrao de epicatequina
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Figura 18 - Espectro UV-vis padrdo de cafeina
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Figura 19 - Espectro UV-vis do pico 1 da amostra de chocolate do lote 01721 (refermentado),
caracteristico de teobromina.
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Figura 20 - Espectro de UV-vis do pico 2 da amostra de chocolate do lote 01721, caracteristico de

. catequina.
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Figura 21 - Espectro UV-vis do pico 3 da amostra de chocolate do lote 01721, caracteristico de

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

n&U
500-|
= N
il N~
1 N
250
1 <
b <
7 ST O [9V] Te) N~
— @ [{e] [9V] [o0]
o ™ < < © ©
| o o o o o [
200 300 400 500 600 700 nm

Figura 24 - Espectro UV-vis do pico 2 da amostra de chocolate do lote 01921 (tradicional),
caracteristico de catequina
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Figura 25 - Espectro UV-vis do pico 3 da amostra de chocolate do lote 01921 (tradicional),
caracteristico de cafeina
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Figura 26 - Espectro UV-vis do pico 4 da amostra de chocolate do lote 01921 (tradicional),

caracteristico de epicatequina
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