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RESUMO

A regido Sul da Bahia se destaca como a segunda maior produtora de cacau no
Brasil. Em 1989, a produc¢ao de cacau foi afetada pela o corréncia da vassoura de
bruxa no Brasil, causada pelo fungo (Moniliophthora perniciosa), comprometendo
grande parte da producdo cacaueira. Como alternativa para controlar a doenca,
foram desenvolvidas novas variedades clonais, que fossem resistentes ao fungo,
altamente produtivas e com potencial para produzir chocolates de qualidade. Ao
longo do processamento das améndoas, até a producdo do chocolate, ocorrem
modificacbes que formam compostos volateis de grande importancia nas
caracteristicas sensorias dos chocolates. Com o0 objetivo de contribuir com o
Programa Brasileiro de Melhoramento Genético realizou-se a caracterizacao
fisico-quimica e identificacdo do perfil de compostos volateis em chocolates
monovarietais produzidos a partir de diferentes cultivares de cacau (Theobroma
cacao L.) utilizando a técnica de microextracdo em fase solida (SPME) equipado a
um GC-MS. Foram utilizadas nesse estudo, chocolates das variedades: SR162,
TSH1188, BN34, PH16, CEPEC2002, PS1319, CCN51, Ipiranga 1 e
Para/parazinho e foram avaliados quanto a sua composicao fisico-quimica e perfil
de compostos volateis através de técnicas cromatograficas. Os resultados das
andlises fisico-quimicas realizadas mostraram que o0s chocolates possuem
caracteristicas proprias. As amostras apresentaram diferenga significativa quanto
as andlises de ponto de fusdo e forca de quebra. Com relacdo a cor, os
chocolates ndo difeririam entre si em andlises colorimétricas. As amostras
possuem perfil termogravimétrico semelhantes. A analise de componentes
principais (PCA) e analise de agrupamento hierarquico (HCA) permitiram
discriminar as diferencas e similaridades dos chocolates em fungdo da
composicdo de &cidos graxos e compostos volateis. Através das analises
realizadas, verificou-se que as diferencas entre as amostras estdo relacionadas
as variedades do cacau e as condicOes de processamento que foram utilizadas

para obtencéo dos chocolates.

Palavras-chaves: améndoas, chocolates monovarietais, cultivares.



ABSTRACT

The southern region of Bahia stands out as the second largest cocoa producer in
Brazil. In 1989, cocoa production was affected by the broom broom competition in
Brazil, caused by the fungus (Moniliophthora perniciosa), which affected a large part
of the cocoa production. As an alternative to control the disease, new clonal varieties
were developed that were resistant to fungus, highly productive and with the potential
to produce quality chocolates. Throughout the processing of the almonds, until the
production of the chocolate, modifications occur that form volatile compounds of
great importance in the sensorial characteristics of the chocolates. In order to
contribute to the Brazilian Genetic Improvement Program, the physicochemical
characterization and identification of the volatile compounds profile in single-variety
chocolates produced from different cacao cultivars (Theobroma cacao L.) using the
microextraction technique in solid phase (SPME) equipped with a GC-MS. Cholecys
of the varieties SR162, TSH1188, BN34, PH16, CEPEC2002, PS1319, CCN51,
Ipiranga 1 and Para/parazinho were used in this study and were evaluated for their
physicochemical composition and profile of volatile compounds by chromatographic
techniques. The results of the physical-chemical analyzes carried out showed that
the chocolates have their own characteristics. The samples presented significant
difference in the analysis of melting point and breaking force. Regarding color,
chocolates would not differ in colorimetric analyzes. The samples have similar
thermogravimetric profile. Principal component analysis (PCA) and analysis
hierarchical groupings (HCA) allowed to discriminate the differences and similarities
of chocolates according to the composition of fatty acids and volatile compounds.
Through the analyzes, it was verified that the differences between the samples are
related to the varieties of cocoa and the processing conditions that were used to
obtain the chocolates.

Keywords: almonds, monovarietal chocolates, cultivars.



1. INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao L.) €& provavelmente originario da Bacia
Amazonica e é cultivado em diversas regides do mundo (ALVES, 2002). Seu cultivo
esta relacionado com o aproveitamento de suas améndoas para a producdo da
manteiga de cacau e chocolate. Sua qualidade e valor comercial sdo associados a
sabores unicos e complexos, originados a partir da mistura de diversos compostos
volateis formados durante as etapas de fermentacdo, secagem e torra das
améndoas de cacau.

As etapas de tecnologia pos-colheita do cacau sdo importantes para
garantia de qualidade, no que se refere ao sabor das améndoas que serdo utilizadas
no processamento do chocolate. A etapa de torracdo consiste de um tratamento
térmico fundamental para a obtencdo das caracteristicas sensoriais, ocasionadas
por reacfes quimicas, como a de Maillard (reacdo de escurecimento nao-
enzimatico), que fazem com que os precursores de sabor (aminoacidos livres e
acucares redutores), sejam revertidos em compostos volateis responsaveis por
atribuir sabor caracteristico ao chocolate. Ocorrendo ainda a reducao do teor de
acidos volateis formados durante a fermentacdo, principalmente o &cido acético,
reducao do teor de umidade das améndoas de 8% para 2%, mudanca da textura dos
cotilédones e inativacdo das enzimas que podem degradar a manteiga de cacau
(QUEIROZ & GARCIA, 1999).

As caracteristicas sensoriais do chocolate também s&o atribuidas né&o
apenas as condi¢cdes que foram aplicadas durante o seu processamento, mas
também aos atributos genéticos (variedade) do cacaueiro que foi utilizado na
producéo dos chocolates (LEITE et al., 2013).

A partir da ocorréncia da vassoura de bruxa (VB) causada pelo fungo
(Moniliophtora perniciosa), muitas variedades clonais autocompativeis selecionadas
pela Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) foram
produzidas para renovacéo das lavouras. O objetivo foi manejar a incidéncia da
doencga, que afetou a producao de cacau no Brasil, ocasionando elevadas perdas.

Os produtores de cacau do Sul da Bahia (maior regido produtora de cacau
no Pais) desenvolveram variedades clonais de cacau autocompativeis selecionadas
no Banco Ativo de Germoplasma da CEPLAC e em areas de produtores que
possuissem resisténcia a esta enfermidade e que tenham alta produtividade. Esses
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clones foram selecionados em regides cacaueiras do estado da Bahia, introduzidos
de outras regides produtoras do cacau e foram adaptados as condi¢cdes de solo e
clima baianos. Esta acdo resultou na identificacdo de inimeras plantas resistentes a
VB, as quais se encontram reunidas em cole¢cdes no CEPEC para avaliacdes
complementares (CEPLAC, 2018).

Nesse contexto, foram produzidos chocolates varietais a partir de
améndoas de cacau oriundas de regides geograficas e populacdes (cultivares)
especificas (LUNA et al., 2002). A variedade genética das améndoas de cacau, as
condicdes ambientais, praticas agricolas e as reacdes quimicas que ocorrem
durante o processamento do chocolate, determinam a composicao fisico-quimica e a
qualidade sensorial do chocolate. Cerca de 600 compostos volateis, incluindo
alcoois, acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas, ésteres e pirazinas, ja foram
identificados como ativos de odor e sabor. Contudo a relacdo entre todos o0s
compostos quimicos que sao susceptiveis de desempenhar um papel no sabor do
chocolate, suas propriedades sensoriais e as fontes e mecanismos de formacao do
sabor ndo sao totalmente compreendidas (APROTOSOAIE, LUCA, MIRON, 2016).

Vérios estudos tém reportado o uso de técnicas analiticas, por meio de
cromatografia gasosa (GC) acoplada a detectores por ionizacdo de chamas (FID) e
espectrometria de massas (MS) para a determinacdo dos compostos volateis em
alimentos (GARRUTI, 2001). Essas técnicas baseiam-se nas etapas de extracdo dos
compostos, separacdo cromatografica, posterior identificacdo e quantificacdo
(BOGUSZ, 2010). A extragdo dos compostos volateis utilizando a técnica de
microextracdo em fase solida (SPME) seguido da analise em sistemas de
cromatografia gasosa também tem sido eficiente para a determinacdo dos
compostos volateis presentes em diversos alimentos (AUGUSTO et al., 2000; PINO
et al., 2010). Diante disso o presente estudo teve como objetivo caracterizar as
propriedades fisico-quimicas e identificar o perfil de compostos volateis em
chocolates monovarietais produzidos a partir de diferentes cultivares de cacau

(Theobroma cacao L.), utilizando a técnica de HS-SPME equipado a um GC-MS.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Este estudo teve como objetivo caracterizar as propriedades fisico-
quimicas e identificar o perfil de compostos volateis em chocolates monovarietais
produzidos a partir de diferentes cultivares de cacau (Theobroma cacao L.),
utilizando a técnica de headspace por microextracdo em fase sélida (HS-SPME)

equipado a um GC-MS.

2.2 Objetivos especificos

= Caracterizar e comparar por meio das analises de composicao
fisico-quimica, textura, estabilidade térmica, perfil lipidico e de
compostos volateis as diferentes amostras de chocolates obtidos a
partir das cultivares de cacau SR162, PH16, BN34, TSH1188,
CEPEC2002, CCN51, PS1319, Para-parazinho e Ipiranga I;

= Discriminar as diferencas e similaridades das variedades em
funcdo do perfil de acidos graxos utilizando a analise de
componentes principais (PCA) e andlise de agrupamento
hierarquico (HCA);

= Discriminar as diferencas e similaridades das variedades em

funcéo do perfil de compostos volateis por meio da PCA e HCA.
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1- CACAU

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma planta pertencente a familia
Malvaceae, possivelmente originada da Bacia Amazodnica e cultivada em regides
tropicais do mundo (ALVES, 2002). O fruto do cacaueiro possui forma oval com 15 a
20 cm de comprimento, e quando amadurecem grande parte das vagens mudam de
cor, variando entre verde ou vermelho para amarelo ou laranja. Cada grado é
composto por dois cotilédones e um pequeno gérmen ou embrido, recobertos pela
casca, e a semente é revestida por uma polpa branca com tons rosados,
mucilaginosa e adocicada (BECKETT, 2009).

As principais variedades da espécie explorada comercialmente séo Criollo,
Forastero e Trinitario, as mesmas possuem distingdes. O Criollo possui superficie
externa enrugada, os cotilédones ndo possuem células pigmentadas, coloracéo
branca e sabor suave. O Forastero, os frutos possuem o formato arredondado, as
sementes achatadas, o sabor é mais adstringente e sdo mais resistentes a pragas.
O terceiro tipo é o Trinitario, € hibrido das variedades Criollo e Forastero, podendo
apresentar caracteristicas de ambos, possuindo sabor suave e € resistente a pragas
(BECKETT, 2009; EFRAIM, 2004).

O Sul da Bahia se destaca como a principal regido produtora de cacau do
Brasil, sendo responsavel por 54% da producdo Nacional. Com area plantada de
450 mil hectares, onde atuam cerca de 40 mil produtores de cacau. Até o ano de
1989, esta regido era livre da enfermidade causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa, que € o agente etioldgico da doenca conhecida como vassoura de bruxa
ocasionando elevadas perdas na producdo (IBGE, 2015; MANDARINO & GOMES,

2009). A Figura 1 apresenta um cacaueiro infectado pela VB.

Figura 1 — Ciclo de vida da Moniliophthora perniciosa

Infeccao VB-verde Necrose VB-seca Formagcéo de esporos

Fonte: MEINHARDT, 2008.



Nos brotos vegetativos das arvores infectadas surgem grupamentos de
flores hipertrofiadas e com superbrotamento, que originam frutos deformados, o0s
quais morrem prematuramente. Os frutos mais desenvolvidos, ao atingirem a fase
adulta, exibem uma mancha denominada “podridao negra” (SCARPARI et al., 2005).

Uma das alternativas encontradas para se manejar a VB foi a substituicao
dos cacaueiros que foram infectados por variedades clonais autocompativeis
selecionadas no Banco Ativo de Germoplasma da Comissdo Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira (CEPLAC) (MANDARINO & GOMES, 2009; PINTO & PIRES,
1998; ROSA, 1998). A Figura 2 apresenta as variedades de cacau exploradas
comercialmente.

Figura 2 — Variedades de cacau: Criollo (A), Forastero (B) e Trinitario (C).

Fonte: FERREIRA et al., 2013.

1.1Cultivares clonais do cacau

Os clones do cacau sao selecionados em regides cacaueiras do estado
da Babhia, introduzidos de outras produtoras do cacau, nacionais ou estrangeiras e
sdo adaptados as condi¢cdes de solo e clima baianos. Esta acdo resultou na
identificacdo de inimeras plantas resistentes a VB, as quais se encontram reunidas
em cole¢Bes no CEPEC para avaliagdes complementares (CEPLAC, 2018).

A partir da ocorréncia da VB, muitas variedades clonais autocompativeis
selecionadas pela CEPLAC foram produzidas para renovagéo das lavouras (Figura
3). Além de ser um fator importante para a sobrevivéncia da lavoura, a variedade do
cacau € um dos fatores determinantes na qualidade, sabor e intensidade do
chocolate (AFOAKWA, 2010). As variedades dos clones de cacau CCN51 e Ipiranga
I, lancados recentemente pelo Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), passaram

por um processo de avaliacdo de cinco anos e apresentam boa produtividade. O
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CCNb51 possui comportamento muito produtivo. Ja o Ipiranga 1 faz parte de uma
selecdo realizada na Fazenda Ipiranga em Belmonte, numa area de grande
ocorréncia de VB. Atualmente este clone ja esta bastante difundido nas fazendas
deste condominio, e vem mantendo ao longo dos anos um comportamento produtivo
satisfatorio, além de resisténcia a doenca (CEPLAC, 2018).

A variedade SR162 é proveniente da mutacdo genética do cacau Catongo
que € caracterizado por possuir sementes brancas e recebeu esse nome por ser
oriundo da Fazenda S&o Roque, situada na cidade de Itagiba — BA.

O cultivar PH16 é um hibrido do cruzamento entre Forastero Amazoénico
e Trinitario, identificado em uma populacéo de cacaueiros da Fazenda Porto Hibrido,
no municipio de Sdo José da Vitéria — BA, a amostra de cacau convencional é
composta por uma mistura de sementes sadias e doentes das variedades Par3,
Parazinho e Maranh&o e s&o conhecidas como cacau do tipo comum (LEITE, 2013).

O clone CEPEC 2002 também €& um hibrido do cruzamento entre
Forastero Amazonico e Trinitario, € autocompativel, podendo assim também fertilizar
qualquer outro clone. Mesclado com outros clones podem melhorar ao nivel geral de
frutificacdo e reduzir sensivelmente os efeitos da incompatibilidade sobre a
producdo. O TSH1188 é um hibrido selecionado de Trindade e Tobago. J4 0 BN34 é
um hibrido de origem desconhecida (CEPLAC, 2018).

Além desses clones, existem outros que sdo desenvolvidos pelos proprios
produtores em suas fazendas (CEPLAC, 2018). A Figura 3 apresenta algumas
cultivares clonais de cacau cultivadas no Sul da Bahia.

Figura 3 — Cultivares de cacau cultivadas na Bahia. Detalhe para grande variedade

de tamanho e cores dos frutos

o - D =,

Fonte: FERREIRA et al., 2013.



1.2Tecnologia pos-colheita

A qualidade dos grdos de cacau depende de muitos fatores como a
variedade do cacaueiro, manejo agrondmico, fatores do solo, condi¢des climaticas, e
a tecnologia pos-colheita. Desta forma, a qualidade dos grdos de cacau, sabor e
aroma, dependerdo das condicbes de processamento pos-colheita que foram
utilizadas. Diante disso, torna-se necessaria a avaliacdo dos parametros fisicos,
guimicos e organolépticos que permite determinar a qualidade em relacdo a
variedade e ao meio ambiente. O cotilédone da semente do cacau, em sua forma
bruta, apresenta uma caracteristica adstringente e gosto desagradavel, precisando
ser fermentado, seco e torrado para adquirir o sabor de “cacau” propriamente dito
(BRUNETTO et al, 2007).

O processamento primario ocorre nas fazendas e inclui as etapas de
colheita, abertura dos frutos, fermentacdo e secagem. A Figura 4 mostra o
fluxograma do pré-processamento do cacau.

Figura 4 — Fluxograma de beneficiamento do cacau

Colheita
I

Abertura dos frutos

Fermentacao

Secagem

Armazenamento

Fonte: Préprio autor, 2018

Colheita: A época de colheita depende das condi¢cfes climéticas de cada regido. No
Brasil, o cacau é colhido praticamente durante o ano inteiro, distinguindo-se dois
periodos de safra: o principal ocorre entre outubro a janeiro e o secundario de maio
a agosto. O cacau colhido no segundo periodo da safra € denominado como cacau

temporéo (CRUZ, 2002).

Abertura dos frutos: ApOs a colheita, os frutos sdo abertos manualmente, com

auxilio de facdes, e ap0s a abertura € feita a retirada da placenta das sementes



aderidas a polpa, de modo a permitir uma melhor fermentacéo e também melhorar
as caracteristicas sensoriais da améndoa, uma vez que apresenta sabor

extremamente amargo, devido a grande quantidade de polifendis (BECKETT, 1994).

Fermentacdo: O processo fermentativo ocorre em duas fases, alcodlica e acética
(Figura 5). Na primeira fase, durante as primeiras 48 horas de fermentacdo, as
leveduras sdo favorecidas pelo baixo pH, alta concentracdo de aglUcares e pouca
disponibilidade de oxigénio. As leveduras sdo responsaveis pela fermentacao
alcodlica, e os acucares presentes na polpa (sacarose, glicose e frutose) séo
convertidos em alcool e gas carbdénico, reacao que libera calor e eleva a temperatura
da massa de cacau a 30-32 °C e degradam a polpa envoltéria das sementes,
ocasionando a morte do gérmen. Algumas leveduras produzem enzimas
pectinoliticas que rompem a parede das células da polpa, gerando o mel do cacau,
com o escoamento desse mel e o revolvimento da massa, ocorre a entrada de ar no
interior do cocho, favorecendo o aumento dos niveis de oxigénio com a presenca
significa de gas carbbnico e aclUcar da massa, propiciando o crescimento de
bactérias laticas, que transformam o &lcool em acido latico. Com o declinio da
predominédncia de leveduras e de alcool, as bactérias acéticas tornam-se 0s
organismos dominantes (AFOAKWA, 2010; EFRAIM, 2004; FERREIRA, 2013).

Figura 5 — Fases da fermentacéo: A- Fase alcodlica (anaerbbica, sem a presenca

de oxigénio). B- Fase acética (aerdbica, com a presenca de oxigénio).

A

Fonte: FERREIRA et al., 2013.

Na segunda fase da fermentacdo, apdés a morte do embrido e com a
difusdo dos compostos formados para os cotilédones, condicdes necessarias sao
criadas para a ocorréncia de varias transformacfes bioquimicas como a hidroélise de
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proteinas, que favorece a formacdo de precursores de aroma (compostos
aromaticos que se desenvolverdao durante o processo de torrefacédo), a oxidacdo de
compostos fendlicos, que alteram a cor dos cotilédones e reduz a adstringéncia
indesejada das améndoas, e a liqguefacdo e remocéao da polpa, facilitando o posterior
processamento do liquor (KOBLITZ, 2011; NIGAM & SINGH, 2014).

Secagem: Pode ser realizada de duas formas: natural ou artificial e consiste em
dispor as améndoas de cacau fermentadas espalhadas em areas cimentadas,
bandejas, plasticos ou no préprio solo em uma camada uniforme com cerca de 5 cm
de espessura, por um periodo de 7 a 14 dias, dependendo das condi¢des climaticas
(OETTERER, 2006; NIGAM & SINGH, 2014; COPETTI et al., 2011; PONTILLON,
2009). O método mais utilizado no Brasil € a secagem natural feita em barcacas
(Figura 6). Durante o processo de secagem, o teor de umidade é reduzido, e deve
ser em torno de 7% e algumas reacdes enzimaticas (iniciadas durante a
fermentacdo) que dardo as améndoas o0 sabor caracteristico de cacau e chocolate
sao finalizadas. Esta etapa é importante tanto para reduzir a atividade de agua das
améndoas, necessaria para sua conservagao, quanto para a volatilizacdo do &cido
acético produzido durante o processo fermentativo (FERREIRA et al.,, 2013,
MINIFIE, 1999).

Figura 6 — Secagem natural de améndoas de cacau feito em barcacas, tradicional
do Sul da Bahia

[ - <

Fonte: BASTOS, 2016.

Armazenamento: As instalacdes destinadas ao armazenamento de cacau devem

possuir luminosidade e aeracdo adequadas. Recomenda-se o armazenamento do
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cacau acondicionado em sacos de polietileno ou cobrindo totalmente as pilhas de
saco de juta com lonas plasticas (SERRA, 2004).

2- CHOCOLATE

Chocolate € um produto obtido por processo tecnolégico adequado, a
partir da mistura de liqguor ou massa de cacau, manteiga de cacau e acglcar. E pode
ser definido como uma dispersdo de particulas sélidas, em uma fase gordurosa
continua, que contribui para o aroma, cor, sabor, além de propiciar forma ao produto
final quando utilizado o método de moldagem (COHEN et al., 2004; VISSOTO et al.,
1999).

Chocolate varietal é aquele produzido com améndoas de cacau oriundas
de regibes geograficas e populacdes varietais (cultivares) especificas, sendo que o
sabor destas améndoas € fortemente influenciado pelo meio ambiente onde é
produzido, fazendo com que esses produtos possuam uma verdadeira identidade de
origem (LUNA et al., 2002).

O comportamento fisico, quimico e reoldgico do chocolate é determinado
pelas propriedades de escoamento, teor de gordura, distribuicdo do tamanho das
particulas, teor de umidade e equipamentos utilizados em seu processamento. O
processamento do chocolate envolve duas etapas e vai desde a limpeza das
améndoas fermentadas e secas (para obtenc&o do liquor e da manteiga de cacau)
até a temperagem, conforme apresenta a Figura 7 (LUCCAS, 2001).

Figura 7 — Fluxograma de processamento do chocolate

Torracao

Trituracdo/Remocao de casca e gérmen

Moaaem
|

Refino
|

Temperagem
I

Conchagem
I

Resfriamento

I
Embalagem
Fonte: Préprio autor, 2018
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Torracdo: E uma operacéo térmica muito importante no processamento dos graos
de cacau, sendo um tratamento térmico fundamental para o desenvolvimento do
sabor do chocolate. Nessa etapa ocorrem muitas reacdes quimicas que fazem com
que os precursores de sabor, sejam convertidos em produtos responsaveis pelo
sabor tipico do chocolate (BECKETT, 2009).

A etapa de torracao € caracterizada pelos seguintes fendbmenos: perda do
teor de umidade; diminuicdo dos acidos volateis indesejaveis (principalmente o acido
aceético); inativacdo de enzimas que podem degradar a manteiga de cacau;
desenvolvimento de aromas desejaveis através de reacdes quimicas (Reacdo de
Maillard) partindo dos precursores formados na etapa de fermentacdo e o
desenvolvimento da coloracdo tipica do chocolate. O grau de alteracdo esta
relacionado com o tempo e a temperatura de torracao e a taxa de perda de umidade
durante o processo. A temperatura de torracdo varia entre 90 °C e 170 °C (ROCHA
et al., 2017; LOPES et al., 2003; EFRAIM, 2004).

O sabor do chocolate é o resultado de uma mistura complexa de um
grande numero de compostos combinados, incluindo pirazinas, aldeidos, éteres,
tiazois, fendis, cetonas, alcoois, furanos e ésteres. Esses compostos sao formados
através da reacdo de Maillard e degradacdo de Strecker de aminoacidos livres e
acucares redutores durante a torracdo (QUEIROZ & GARCIA, 1999; RAMLI, 2006;
FRAUENDORFER & SCHIEBERLE, 2008).

Na reacdo de Maillard é possivel observar trés etapas. Na primeira ocorre
uma condensacdo entre um grupo amino e um acucar redutor, levando a formacéo
de N-glicosilamina, se o acucar redutor for uma aldose, o rearranjo € chamado de
Amadori, se for o agucar redutor for uma cetose, sera um produto de Heyns. A etapa
intermediaria da reacao inicia-se a partir dos produtos de Amadori/Heyns, levando a
produtos da fragmentacdo do aglcar e assim ocorre a liberagdo de um grupo amino.
Na etapa final, observam reagfes de desidratacdo, fragmentacgéo, ciclizagédo e
polimerizagdo em que grupos amino participam novamente. Nessa etapa é
visualizada a formacdo do sabor, onde ha a degradacéo de Strecker (QUEIROZ &
GARCIA, 1999).

Descascamento: Permite a separacdo da casca por peneiragem, ventilacdo e

sucgao.
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Moagem: As améndoas passam por uma moagem e o produto, denominado massa
ou liquor de cacau serd a matéria prima para a produ¢do da manteiga de cacau, do

cacau e do chocolate, conforme tratamento que for submetido (OETTERER, 2006).

Mistura: consiste em homogeneizar os ingredientes em propor¢des adequadas a

formulacéo, para a obtencdo de uma massa uniforme (SAMPAIO, 2011).

Refino: Promove a reducéo do tamanho das particulas dos ingredientes tornando-os
imperceptiveis na boca durante a degustacdo. O tamanho das particulas da massa
refinada ndo deve ser superior a 25 uym para que nao seja perceptivel o aspecto de

arenosidade na boca ao degustar o chocolate (LUCCAS, 2001).

Conchagem: A conchagem se constitui como a ultima etapa de importancia na
formacdo do sabor caracteristico e desejavel do chocolate. E um processo
geralmente dividido em duas etapas: conchagem seca, quando a umidade é
reduzida e a reologia melhorada; conchagem Umida, quando a lecitina é adicionada
(COUNET et al, 2002).

Durante a conchagem ocorre o desenvolvimento pleno do sabor pela
eliminacdo dos acidos volateis, remocado da umidade, redu¢do do tamanho dos
cristais de acucar, modificacdo da viscosidade e alteracdo da cor do produto. Nesta
etapa, sdo necessarios o cisalhamento, a agitacdo e 0 aquecimento da massa entre
50 e 70 °C, dependendo do tipo de chocolate desejado (ao leite, branco ou amargo).
Quanto maior o tempo de conchagem, maior é a formacao do sabor desejavel do
chocolate (REINECCIUS, 2006; BECKETT, 1994; AFOAKWA et al, 2008).

Temperagem: A temperagem € uma etapa do processamento que consiste na
inducdo a formacdo de nucleos de cristais do tipo beta (V), de maior estabilidade
termodinamica, influenciando de forma positiva as caracteristicas de qualidade do
produto final. A agitacdo, o tempo e a temperatura de cristalizacdo s&o o0s
parametros do processo de temperagem. A velocidade de agitacdo tem que
proporcionar boa transferéncia de calor e massa no produto. O tempo de
cristalizacdo deve ser o suficiente para que ocorra a formacédo e o amadurecimento
dos cristais estaveis. A temperatura exerce uma funcdo essencial no processo, em
face de ser a forca propulsora de cristalizacdo (COHEN, LUCCAS & JACKIX, 2004).
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O processo de temperagem para o chocolate inicia-se com a fusao
completa da fase gordurosa do chocolate em 40 a 50 °C. Em seguida é feito um
resfriamento controlado, para 28 a 29 °C, sob agitacdo, para induzir a cristalizacao
da gordura, seguido de aquecimento a 30 a 32 °C para derreter os cristais instaveis,
mas ainda formando novos cristais estaveis tipo V. A taxa de resfriamento deve ser
proxima a 2,0 °C/min. O chocolate temperado €, entdo, depositado em moldes, onde
é resfriado a 18 °C (BRIGGS & WANG, 2004; QUAST et al., 2007).

Moldagem: O chocolate € moldado e colocado em férmas e submetidos a um
mecanismo vibratério e refrigerado, com temperaturas de 12 a 15 °C e umidade
relativa do ar de 65%. O resfriamento consiste em solidificar o chocolate com
rapidez. A moldagem dos chocolates, nas fabricas modernas, € feito mecanicamente
e em cadeia por um grupo completo de equipamentos consecutivos e interligados
(BECKETT, 2009).

Desmoldagem: Consiste da retirada dos chocolates dos tabletes prontos para
serem embalados (BECKETT, 2009).

Embalagem: E realizada automaticamente por embalagens de papel, conforme as

caracteristicas especificas de cada tipo de chocolate (BECKETT, 2009).

3- COMPOSTOS VOLATEIS
A formacédo do sabor ocorre principalmente pelas sensacfes que o aroma
e 0 gosto provocam, 0s quais sao atribuidos aos compostos volateis e compostos
nao volateis presentes nos alimentos. A sensacéo de sabor € atribuida a presenca
dos compostos ndo volateis nos alimentos, como o0s acUcares, sais, acido, e
limonina, determinando as cinco sensacdes basicas descritas como doce, salgado,
azedo, amargo e umami. Ja 0s compostos volateis, responsaveis pelo aroma,
pertencem a diferentes classes quimicas e termolabeis (THOMAZINI & FRANCO,
2000; FRANCO & JANZANTTI, 2004).
Mais de 8000 substancias volateis ja foram identificadas em produtos do
género alimenticio. Aromas complexos, como o do café, de carnes e do chocolate e
podem ser constituidos por mais de 1000 diferentes volateis. Estes compostos
pertencem a diversas classes quimicas, com distintas propriedades fisico-quimicas,

como polaridade, solubilidade, volatilidade, entre outras. Eles s&o altamente
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susceptiveis a transformacdes quimicas, tais como rearranjos, ciclizacdo, hidrolise,
oxidacao, entre outras, e estdo presentes geralmente em baixissimas concentracées
na matriz alimenticia, as quais podem chegar a niveis de ng L (REINECCIUS,
2006; ORTEGA-HERAS, GONZALEZ-SANJOSE & BELTRAN, 2002; PARLIMENT,
2002; FRANCO & JANZANTTI, 2004).

As moléculas existentes em aromas apresentam diferentes funcgdes
guimicas como as cetonas, ésteres, acidos, aldeidos, pirazinas, lactonas, alcoois
entre outras. Além da producdo de metabdlitos primarios, tais como etanol, acido
lactico e acético durante a fermentacdo de cacau, as leveduras e bactérias também
produzem uma grande variedade de metabdlitos secundéarios volateis tais como
alcoois superiores, acidos graxos, ésteres, aldeidos, cetonas, e tidis (RODRIGUEZ-
CAMPOS et al., 2011).

Vale ressaltar que as diferencas geogréficas, em funcdo do clima, da
composicado do solo, fase do ciclo vegetativo, sazonalidade, entre outros, podem
provocar variacées significativas, qualitativa e quantitativamente, no teor e na
composicdo quimica dos compostos volateis de uma mesma espécie vegetal
(WANG et al., 2009; SOUSA GALVAO et al., 2011).

3.1Volateis importantes para o sabor do chocolate

Na maioria dos alimentos, o aroma consiste ha combinacdo de muitos
compostos volateis, sendo que, apenas uma pequena parcela destes compostos
possui relacdo direta com o sabor (BLANK, 1996). Acredita-se que apenas 5%
desses compostos contribuem para a percepcao do aroma (GROSCH, 2001).

Muitas vezes o aroma e sabor caracteristicos de um alimento ou bebida
nao decorrem de seus compostos majoritarios, mas sim de volateis presentes em
baixa concentracdo (ug L™%), que, no entanto, possuem alto poder odorifero
(GARRUTI, 2004; WARDENCKI & PLUTOWSKA, 2008).

A combinacao de proporc¢des especificas da mistura de diversos volateis,
influenciados por alguns fatores como: grau de maturacdo, variedade e técnicas de
processamento, € que irdo determinar o sabor caracteristico de um alimento
(McGORRIN, 2002).

Existem compostos volateis presentes em alguns alimentos que sao

chamados de compostos de impacto, ou seja, compostos que mesmo quando
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isolados, sdo capazes de produzir as principais sensacdes sensoriais de identidade
de um determinado alimento. Como por exemplo, o etil-2-metil butirato, (Z,2)-3,6-
nonadienol e o0 acetato de isoamila que sdo compostos de impacto da maca, melao
e banana, respectivamente. Os alimentos que possuem compostos volateis de
impacto tém grande valor industrial, pois através da sua sintese quimica, € possivel
a obtencdo de aromas artificiais que conseguem assemelhar-se com bastante
proximidade do sabor natural de um alimento (BOOD & ZABETAKIS, 2002).

Alguns trabalhos relataram a tetrametilpirazina como composto de
impacto no chocolate que é responsavel por atribuir aroma doce e forte, e podem
representar um indice Util para a avaliagdo das qualidades do produto e do processo
(PEREGO et al., 2004). Assim como também o 2-metil e o 3-metilbutanal, linalool e o
2,3-butanediona, que sdo perceptiveis sensorialmente mesmo em altas diluices e
sdo reportados como importantes na formacdo do aroma do chocolate
(HOLSCHIER, VITZTHUM & STEINHART, 1990).

A Figura 8 apresenta varias classes quimicas, como aldeidos, cetonas,
ésteres, alcoois, pirazinas, acidos carboxilicos, lactonas etc.

Figura 8 — Estruturas quimicas dos principais compostos volateis do sabor do
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5 O_ _CHs \[ X
g . |
0 N~ “CHs |

CH,
2-fenietil-acetato 2,3,5-trimetilpirazina |
o H;C CHj
R HsC N _CHs linalool
CH3 H3C N CH3
etil-2-metilbutanoato 2,3,5,6-tetrametilpirazina

Fonte: APROTOSOIAE, LUCA, MIRON, 2016.
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A Tabela 1 resume 0s compostos volateis que sdo considerados o0s

principais contribuintes para o sabor do chocolate. Diferentes variedades de cacau

utilizados no processamento do chocolate podem exibir varios sabores especificos,

uma vez que a concentracdo e 0 carater sensorial desses compostos variam

significativamente (APROTOSOAIE, LUCA & MIRON, 2016).

Tabela 1 — Principais compostos volateis identificados no sabor do chocolate

; Composto
Alcoois e fendis
1-Propanol
2-Metil-1-butanol
2,3-Butanodiol
2-Pentanol
1-Hexanol
2-Hexanol
Trans-3-hexen-1-ol
2-Heptanol
1-Feniletanol
2-Feniletanol

Alcool benzilico

Aldeidos e cetonas
2-Fenil acetaldeido

2-Metilpropanal

2-Fenilpropanal
2-Metilbutanal

3-Metilbutanal
2-fenil-2-butenal
4-Metil-2-fenil-2-
pentenal
n-Hexanal
5-Metil-2-fenil-2-
hexenal
2-Nonenal
Vanilina
2-Pentanona
2-heptanona

Acetofenona

Qualidade do aroma

Doces

Frutado, uva

Odor natural
manteiga de cacau
Verde, Verde suave
Frutado, verde
Frutado, verde
Grassy, verde
Citrus

Mel floral

Mel floral

Doce floral

Mel floral
Chocolate

Floral
Chocolate

Chocolate
doce
Cacau

Verde
Cacau

Verde

Chocolate, doce,

baunilha
Frutado

Frutado floral

Floral

Percepcéo sensorial

Chocolate doce
Frutado
Chocolate doce

Vegetal

Frutado, & base de plantas
Frutado, & base de plantas

Vegetal
Frutado
Floral
Floral

Floral

Floral
Chocolate doce

Floral
Chocolate doce

Chocolate doce
Chocolate doce
Chocolate doce

Ervas
Chocolate doce

Ervas
Chocolate doce

Frutado
Frutado floral

Floral

Referéncia

RODRIGUES et al.,
(2011)
RAMOS et al,
(2014)
RAMOS et al,
(2014)
RODRIGUES et al.,
(2011)
BONVECHI, (2005)
BONVECHI, (2005)
RAMOS et al,
(2014)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)

RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
BONVECHI, (2005)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
BONVECHI, (2005)

AFOAKWA (2012)
BONVECHI (2005)

AFOAKWA (2012)
BONVECHI (2005)

RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
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2-hidroxi acetofenona
4}-Meti|-acetofenona
Acidos

Acido 2-metilpropidnico
Acido 3-fenilpropi6nico
Acido cinamico
Esteres

Acetato de etilo
Acetato de isobutilo
Acetato de isobutilo
Acetato de isoamil

Acetato de benzilo

Acetato de metilfenilo
Acetato de etilfenilo

2-acetato de feniletilo
Butirato de etilo
Lactato de etilo

Succinato de dietilo

2-metilbutanoato de
etilo
3-metilbutanoato de
etilo

Valerato de etilo
Hexanoato de etilo

Octanoato de etilo
Decanoato de etilo

Laurate de etilico
Benzoato de isoamilo

Salicilato de metilo
Cinnamato de metilo
Cinnamato de etil

Aminas e aminas

N- (2-fenetil) formamida
Lactamas
0-Octenolactona
y-Decalactona
Terpenos

Geraniol

Acetato de geranilo

Pesado, floral,

herbaceo
Frutado floral
Floral

Doce rosa
Mel floral

Abacaxi

Frutado

Frutado

Frutado, banana
Floral, jasmim

Doce, mel, jasmim
Frutado, doce

Mel, floral
Abacaxi

Frutado
Agradavel aroma
Frutado

Frutado

Frutado, maca
Frutado

Frutado, floral
Péra, uva

Frutado, floral
Balsamo, doce

Améndoa amarga
Balsamico, morango
Doce, como canela

Esséncias

Coco
Péssego

Floral, rosa, frutado
Rosa, lavanda

Floral a base de plantas
Frutado floral
Floral

Floral
Floral

Frutado
Frutado
Frutado
Frutado
Floral

Floral
Floral

Floral
Frutado
Frutado
Floral
Frutado
Frutado

Frutado
Frutado

Frutado
Frutado

Frutado, floral
Floral

Nozes
Frutado
Chocolate doce

Floral

Nozes
Frutado

Floral, frutado
Floral

(2011)
BONVECHI (2005)

BONVECHI (2005)

KRINGS et al,
(2006)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)

RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)

RAMOS et al,
(2014)
RODRIGUES et al.,
(2011)

BONVECHI (2005)
RODRIGUES et al.,

(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RAMOS et al.,
(2014)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RAMOS et al,
(2014)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)

BONVECHI (2005)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)
RODRIGUES et al.,
(2011)

BONVECHI (2005)
RODRIGUES et al.,
(2011)

BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
RODRIGUES et al.,
(2011)

BONVECHI (2005)

AFOAKWA (2012)
AFOAKWA (2012)

BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
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Formado de a-terpenilo
Linalool (cis-piranoide)

Linalol (transpiranoide)
Oxido de Linalol (cis-
furanoide)

Oxido de Linalol (trans-
furanoide)

Pirazinas

2-Metilpirazina
2-etilpirazina

2,5-dimetilpirazina
2,6-dimetilpirazina
2-etil-5-metilpirazina
2,3-dietilpirazina
2,3-dimetilpirazina
2,3,5-trimetilpirazina

2,3,5,6-
tetrametilpirazina
2,3,5-trimetil-6-
etilpirazina

Pirrol

Pirrole
2-acetilpirrol

Pirrole-2-carboxaldeido

Outros

2-Furfural
5-Metil-2-furfural
2-Furfural acetato

2-acetilfurano
2-acetil-5-metilfurano
2-Furfuril propionato
5- (1-Hidretil) -2-
furanona
Dihidro-3-hidroxi-4,4-
dimetil-2-furanona
4-Hidroxi-2,5-dimetil-3-
furanona (furaneol)
3-hidroxi-2-metil-4-
pirona (maltol)

Herbacea, citrino
Floral, verde
Floral

Nozes

Floral, citrus

Nozes, chocolate,
cacau, nozes torradas
Manteiga de amendoim,
nozes

Cacau

Nozes, café, verde
Nozes, batata crua
Nozes, aveld, cereal
Caramelo, cacau
Cacau,
enferrujadas,
amendoim
Chocolate, cacau, café

nozes

Doce

Nozes
Chocolate, avela

Nozes

Améndoa
Doce, caramelo
Frutado, banana

Doce, balsamo, café
Noz forte

Picante, floral

Frutas vermelhas,
geléia, notas verdes
Coco

Frutado,
aclcar quente
Nozes torradas

morango,

Ervas, frutado

Floral, a base de plantas
Floral

Nozes

Frutado, floral

Chocolate doce, nozes
Nozes

Chocolate doce, nozes
Nozes, ervas

Nozes
Chocolate doce
Chocolate doce, nozes
Chocolate doce
Chocolate doce
Nozes
Chocolate doce
Nozes

Nozes
Chocolate doce
Frutado
Chocolate doce

Nozes
Floral

Frutado, a base de plantas

Nozes
Frutado, noz

Nozes

BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)

BONVECHI (2005)

BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)

BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)

BONVECHI (2005)

RODRIGUES et al.
(2011)

BONVECHI (2005
RODRIGUES et al.
(2011)

KRINGS et al.,
(2006)

BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
RAMOS et al,
(2014)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
BONVECHI (2005)
KRINGS et al,
(2006)

KRINGS et al.,
(2006)
BONVECHI (2005)

BONVECHI (2005)

Fonte: APROTOSOIAE, LUCA, MIRON, 2016.

Altos teores de alcool, aldeidos e cetonas sdo desejaveis para a obtencao

de chocolates com notas florais e doces. A proporcédo de linalol e benzaldeido pode

ser utilizada como indice de sabor. Os aldeidos ndo sédo apenas componentes de

sabor, mas também compostos importantes para a formacdo de compostos

heterociclicos, como as pirazinas. O composto 5-Metil-2-fenil-2-hexenal exibe uma
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nota de cacau amargo profundo. Entre as cetonas, a acetofenona destaca-se por
apresentar notas doces, florais e a acetoina parece ser um precursor da
tetrametilpirazina, um importante componente do sabor do chocolate (RODRIGUEZ-
CAMPOS et al., 2011; ZIEGLEDER, 2009; RAMLI et al., 2006).

Os ésteres sd@o a segunda classe mais importante de volateis depois das
pirazinas. S&o predominantes os etilicos, ésteres metilicos e acetatos. Eles
conferem um sabor frutado e sdo os componentes de aroma tipicos (principalmente
acetatos) em cacau nao torrado e sdo formados a partir dos aminoacidos (RAMLI et
al., 2006; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2011; BIEHL & ZIEGLEDER, 2003).

3.2 Andlise dos compostos volateis

A avaliacdo analitica de determinacdo dos compostos volateis em
alimentos baseia-se nas etapas de isolamento dos compostos, separacéo
cromatografica, posterior identificacdo e quantificacdo (BOGUSZ, 2010)

No processo de extracdo dos compostos, aspectos fisico-quimicos devem
ser cuidadosamente observados para a escolha dos diferentes métodos que podem
ser aplicados. Em suma existem duas abordagens para o isolamento dos compostos
volateis: analise total ou métodos tradicionais que compreende a extracdo de todos
0S compostos volateis presentes na amostra, ou andlise do headspace (espaco
confinado sobre a amostra) que envolve apenas a andlise dos volateis presentes na
fase gasosa em equilibrio sobre a amostra. Permitindo eliminar interferentes e
ajustar a concentragdo acima do limite detectavel pelos instrumentos (FRANCO &
JANZANTTI, 2004).

Quanto a separagdo dos volateis extraidos, pode ser realizada por meio
de técnicas cromatograficas, como a cromatografia gasosa (GC), acoplada a
detectores de ionizagdo de chama (FID, “Flame lonization detector”), espectro de
massas (MS, “Mass spectometrer”), ou deteccdo olfatométrica (GC-O), essas
técnicas tem sido eficiente para andlise desses compostos. Na técnica
cromatografica se faz necessario o ajuste criterioso das condicbes como a
velocidade linear, rampa de aquecimento (temperatura do forno), fase estacionaria,
pressdo e temperaturas do injetor e detector para que se tenha a seletividade
apropriada no método. Além disso, o detector utilizado deve ser escolhido de acordo
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com a amostra a ser analisada e de acordo com o tipo de resposta que se deseja
obter (GARRUTI, 2001; WAGNER, 2008; REID, 2003).

O cromatografo a gas de alta resolu¢cdo, com coluna capilar e injetor do
tipo split-splitless, acoplado a espectrometria de massas (GC-MS) sdo os
instrumentos mais requeridos para esta andlise por possuir alta resolucdo e
eficiéncia, possibilitando obter informacdes qualitativas e quantitativas. Ja o
cromatografo a gas acoplado a detectores de ionizacédo de chamas (GC-FID) possui
maior sensibilidade (FRANCO & JANZANTTI, 2004). Além disto, o espectrémetro de
massas possui a opcao de escolha entre 0 modo operacional de varredura (SCAN)
que coleta espectros para todos os compostos eluidos da coluna, e o sistema
operacional em modo (SIM) com monitoramento de ion selecionado, que possibilita
o0 aumento da sensibilidade e especificidade da analise quando o composto a ser
determinado j& é conhecido (REID, 2003).

A identificacdo dos compostos pode ser feita com a utilizacdo dos indices
de retencdo linear ou indice de Kovalts, para comparar a ordem de eluicdo
experimental com a ordem de eluicdo descrita na literatura em uma mesma fase
estacionaria (ADAMS, 1995). Além do uso de padrdes analiticos, que auxiliam e
eliminam possibilidades equivocadas, aumentando a confiabilidade da identificacao
(FRANCO & JANZANTTI, 2004). No caso da espectrometria de massa, as relacdes
massa/carga (m/z) obtidas nos espectros de massas por ionizacéo por elétrons (El),
sao utilizadas como informacéo estrutural na identificacdo dos constituintes volateis
de uma amostra. Obtendo-se o0 espectro do composto de interesse, pode-se realizar
uma busca através da similaridade espectral deste, com o0s espectros armazenados
em uma biblioteca de referéncia. Com o resultado desta etapa, tem-se o analito
tentativamente identificado e com elevado grau de incerteza sobre a identificagéo
(McLAFFERTY, 1993).

3.3Microextragdo em fase sélida (SPME)

A SPME € uma microtécnica, em que 0s processos de extracdo e preé-
concentracdo do analito ndo utilizam solvente. A SPME € usada associada a
cromatografia gasosa e possui alto poder de concentracdo, possibilitando a
deteccao de analitos puros (VALENTE & AUGUSTO, 2000).
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Existem trés tipos de extragdo por SPME: por membrana, direta ou
headspace. Na amostragem por membrana, a fibra € inserida em uma membrana
imersa na amostra, sendo esse 0 método menos utilizado. Na amostragem direta, a
fibra é inserida diretamente na amostra e os analitos sé&o sorvidos diretamente sobre
o revestimento da fibra. No modo headspace, os analitos precisam ser transportados
através da barreira de ar antes de alcancarem a fibra. Essa amostragem protege
mais a fibra de analitos de alto peso molecular e de interferentes nao-volateis
(PAWLISZYN, 1995). Além disso, o tempo necessario para obter o equilibrio (ts) no
modo headspace € menor do que o modo direto em condicbes de analise
semelhantes (ZHANG & PAWLISZYN, 1993).

De acordo com Gorecki, Yu e Pawliszyn (1999) na amostragem por
headspace, o equilibrio ocorre em trés fases: amostra-ar, ar-revestimento e amostra-
revestimento, seguindo as seguintes equacoes:

= Equilibrio amostra-ar:

K, =D, \VTi (Eqg. 1)
Neste caso, D; é o coeficiente de difusdo do analito da amostra, V; € o volume da
amostra e V, é o volume do headspace.

= Equilibrio ar-revestimento:

K, =D, \\;—z (Eq. 2)
Onde D, é o coeficiente de difusdo do analito no headspace e V3é o volume do
revestimento.
Assim, o equilibrio da amostra revestimento sera:
= Equilibrio amostra-revestimento:

V V.
K, K;=Dy.D, 2+ =D, b (Eq.3)
3 3

A fracao total do analito extraido pela fibra (f.x) sera dada por:

f — D3 _ |<1 K2 KS

- Eq. 4
*TD,+1 K, K,V,+V, (Eq.4)

As equacdes descritas acima consideram de uma forma geral, as
extracdes por SPME, nédo diferenciando o tipo de revestimento das fibras. Quando o
revestimento da fibra for um polimero liquido (PDMS), o mecanismo de extragcdo
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serd por particdo ou adsorgcdo. Se for revestimentos solidos ou mistos, como (CW-
DVB), o mecanismo serd de adsorcdo. No mercado existem também fibras com
misturas de fases, tais como carbowax e polidimetilsiloxano (CW-PDMS), carboxen e
polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) e carbowax e divinilbenzeno (CW-DVB) (GORECKI,
YU & PAWLISZYN, 1999). As fibras disponiveis comercialmente para GC estédo
listada na Tabela 2.

Tabela 2 — Tipos de fibras de SPME disponiveis comercialmente

Tipo?® Composicao quimica L¢/um AT °CP Aplicacao
Polidimetilsiloxano 100; 200-270°C Basicamente para
N&o-polares (PDMS) 30; compostos apolares. E
7 220-320 °C possivel usar com polares.
Poliacrilato (PA) 85 230-310°C Medianamente a
altamente polares, como
Polares fenais, pesticidas
Carbowax/divinilbenzeno 65 200-260 °C  orgafosforados. Cetonas,
(CW-DVB) alcoois. Volateis de média
a alta polaridade.
PDMS-DVB 65 200-270°C Volateis e ndo volateis de
baixa a alta polaridade.
Bi-polares
Carboxen-PDMS %5 - Volateis

a. Nao estdo relacionadas fibras para Cromatografia Liquida. b. AT °C = faixa de temperatura
indicada dessorcéo. Fonte: SUPELCO, 1996.
A técnica de extracdo é a mesma para ambas, a fibra € inserida na

amostra ou em seu headspace, ocorre entdo a interacdo das moléculas dos analitos
a superficie do revestimento. Realizada a extracado, a fibra é retirada da amostra e
inserida no injetor do cromatégrafo gasoso, onde os analitos sdo termicamente
dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e carregados para a coluna cromatogréfica.
Terminada a dessorcdo, € retraida e a agulha retirada (VALENTE & AUGUSTO,
2000).

3.4 Determinacgéo do indice de retengéo

O indice de retengcdo de um componente é um numero, obtido por
interpolacao, relacionando o tempo de retencdo do componente em estudo com o
tempo de retencdo de dois padrdes (geralmente hidrocarbonetos) eluidos antes e

apos o pico do composto de interesse. Além dos hidrocarbonetos, outras
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substancias podem ser utilizadas como substancias de referéncias: ésteres
metilicos, alcoois, acidos graxos e entre outros (INCZEDY, LENGYEL & URE, 1998)

Este parametro foi introduzido em 1958 por E. Kovats para ser utilizado
em separacOes isotérmicas com o objetivo de reduzir os erros de identificacdo de
substancias baseados nos tempos de retencdo. Em 1963, essa técnica foi
aprimorada por Van Den Dool e Kratz, que propuseram o indice de retenc¢édo linear
(IRL), ou seja, para separacbes com programacéo linear de temperatura (rampa de
aguecimento) conforme apresenta a (Equacdo 5). O sistema do IRL tem como
vantagem, se basear em materiais de referéncia (colunas capilares) acessiveis e
que cobrem ampla faixas de ponto de ebulicdo, porém sofrem variacdes a depender
do tipo de fase estacionaria e o0 modo de separacédo que foi empregado (ZELLNER
et al., 2008; MUHLEN, 2003).

IRL =100, +100 ) ~tegen (Eq. 5)
tR (cn+1) _tR(cn)
Em que:
IRL = indice de retencéo linear;
n = numero de carbonos;
tr n) = Tempo de retencéo do n-alcano que antecede o analito;
tr v = Tempo de retencéo do analito;

tr cn+1) = Tempo de retencéo do n-alcano que sucede o analito.

Apesar de a técnica GC-MS ser uma poderosa ferramenta em analise
gualitativa, muitas vezes as bibliotecas utilizadas podem n&o ser completas ou
eficientes o suficiente para caracterizar completamente alguns compostos, sendo
que o indice de retencdo pode auxiliar neste propdsito, evitando-se assim uma
identificacdo equivocada. Os usuarios de GC-MS tendem frequentemente a confiar
simplesmente na biblioteca de espectro de massas na identificagdo decompostos,
mas devido a complexidade das matrizes e a ineficiéncia nas técnicas de extracao,
ao usar o IRL este processo é bastante aprimorado (VIEGAS & BASSOLI, 2007).

4- PERFIL LIPIDICO DO CACAU E CHOCOLATE
A manteiga de cacau € a principal gordura do chocolate e o ingrediente de

maior valor econdmico, correspondendo a um terco do preco do produto final. E
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também responsavel por diversas caracteristicas de qualidade do chocolate como
dureza e quebra a temperatura ambiente, rapida e completa fusdo na boca, brilho,
contracdo durante o desmolde e rapido desprendimento de aroma e sabor na
degustacédo, além de estar diretamente ligada a estabilidade do produto, durante o
armazenamento (COHEN; LUCCAS & JACKIX, 2004).

Quimicamente a manteiga de cacau € constituida predominantemente por
98% de triacilglicerois e 2% de diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres e
compostos menos solubilizados. Os acidos graxos saturados sdo menos reativos e
apresentam ponto de fusdo superior em relacdo ao acido graxo correspondente de
mesmo tamanho de cadeia com uma ou mais insaturacées. Acidos graxos
insaturados podem existir nas configuracbes cis e trans, com diferentes
propriedades fisico-quimicas (SUZUKI, 2009; LUCCAS, 2001; RUSCHENSKY,
2005),

Os trés principais AG encontrados sao o acido estearico (C18:0), acido
palmitico (C16:0) e o acido oléico (C18:1). A composicdo em acidos graxos tem
grande importancia devido aos seus aspectos nutricionais e funcionais. Praticamente
todo acido oléico encontra-se esterificado na posicao central da molécula de glicerol,
enquanto os AG saturados sdo mais encontrados nas posi¢coesl e 3. Esta condigc&o
permite que a manteiga de cacau possua trés triglicerideos simétricos principais,
como o POP (1,3-dipalmito-2-Gleo triacilglicerol), POS (1- palmito-2-6leo-3-estearo
triacilglicerol) e SOS (1,3-diestearo-2-6leo triacilglicerol). Em funcédo dessa simetria e
das condicdes de temperagem do chocolate, a manteiga de cacau se cristaliza em
seis diferentes formas cristalinas ou polimérficas, responsaveis por suas
propriedades bem definidas de fusdo e cristalizacdo (LUCCAS, 2001,
RUSCHENSKY, 2005; COHEN; LUCCAS & JACKIX, 2004; EFRAIM, 2004).

O avanco das técnicas de modificacdo de O6leos e gorduras para
substituicdo parcial ou total da manteiga de cacau tem atraido cada vez mais 0s
fabricantes de chocolate, uma vez que a manteiga de cacau € uma matéria-prima de
alto custo e demanda. Essas gorduras alternativas sdo denominadas sucedaneos e
devem ter muita similaridade fisico-quimica com a manteiga do cacau, para que nao
baixe o ponto de fusdo do chocolate. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) determina que o chocolate possua ho maximo 5% de gordura vegetal e no
minimo 25% de solidos de cacau (LUCCAS, 2001; FARAH, 2008; BRASIL, 2003).
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O principal problema para a conservacdo do chocolate é decorrente do
seu alto conteudo de gordura e do seu baixo ponto de fusdo. A proporgéo entre 0s
teores de AGS e AGI da manteiga de cacau € de fundamental importancia na
consisténcia do produto. Um maior percentual de AGS, em relacdo aos AGI,
contribui positivamente para a elevagédo da consisténcia da gordura do cacau e da
elevacdo do ponto de fuséo e, consequentemente, da estabilidade do chocolate em
barra, o que eleva a sua qualidade e aumenta a manutencéo de suas caracteristicas
originais (MELLO & CHITARRA, 1999).

5- ANALISE TERMICA

A analise térmica € um grupo de técnicas nas quais uma propriedade
fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo sdo medidos, enquanto a
amostra é submetida a uma programacéao de temperatura (SANTOS, 2004).

A termogravimetria (TG) permite acompanhar, detalhadamente, a
variacdo de massa que ocorre na amostra, perda ou ganho, provocada pelo
aquecimento, sendo possivel estabelecer a faixa de temperatura em que esta
comeca a se decompor. Na TG a variacdo de massa é medida utilizando-se um
equipamento denominado termobalanca (DANTAS, 2006).

A termobalanca consiste na combinacdo de uma microbalanca eletronica
adequada com um forno e um programador linear de temperatura, permitindo a
pesagem continua de uma amostra em funcdo da temperatura, na medida em que a
amostra é aquecida ou resfriada (WENDLAN, 1986; CONCEICAO, 2004).

Dentre os métodos termogravimétricos utilizados, estdo: o nao-
isotérmico, no qual a perda de massa é registrada continuamente a medida que a
temperatura aumenta; o isotérmico, onde a variacdo de massa € registrada em
funcdo do tempo, mantendo-se uma temperatura constante; e 0 quase-isotérmico,
cujo temperatura € mantida constante quando se inicia a variacdo de massa da
amostra, até que a mesma se estabilize, sendo o aquecimento recomecado e
repetido em cada evento da decomposicao (MACHADO et al.,1999).

Para melhor observar as informacdes, nem sempre nitidas nas curvas
termogravimétricas, utiliza-se comumente a termogravimetria derivada (DTG), que
corresponde a derivada primeira da curva TG, ou seja, a derivada da variacdo da

massa em relacdo ao tempo ou temperatura. A curva DTG apresenta as informagdes
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de uma forma mais visualmente acessivel, levando a pronta determinacdo da
temperatura do pico, indicando as temperaturas iniciais e finais do processo
(FERNANDES, 1995).

Essas técnicas termoanaliticas representam ferramentas com
metodologias rapidas e eficazes para analise de alimentos, especialmente para fins
industriais, podendo ser utilizadas no controle da qualidade de matérias-primas,
processamento e produto final (MOTHE & AZEVEDO, 2009).

6- ANALISE MULTIVARIADA

Os métodos estatisticos estao dispostos em dois grupos: um que trata da
estatistica, que olha as variaveis de maneira isolada — a estatistica univariada, e
outro que olha as variaveis de forma conjunta — a estatistica multivariada (VICINI,
2005).

A extracdo de informacdes dos resultados de um experimento quimico
envolve a andlise de grande numero de variaveis. Muitas vezes, um pequeno
namero destas variaveis contém as informacfes quimicas mais relevantes, enquanto
que a maioria das variaveis adiciona pouco ou nada a interpretacao dos resultados
em termos quimicos. A decisdo sobre quais varidveis sao importantes € baseada em
critérios que sdo mais subjetivos que objetivos, essa técnica pode ser realizada por
meio da analise de componentes principais (PCA). Na pratica, a PCA é usada para
agrupar amostras que apresentam similaridade em sua constituicdo, ou seja, realiza-
se uma classificagcdo supervisionada (LESSA, 2014).

PCA é uma técnica matematica da andlise multivariada, que possibilita
investigacbes com um grande numero de dados disponiveis e tem a finalidade de
substituir um conjunto de variaveis correlacionadas por um conjunto de novas
variaveis nao-correlacionadas, sendo essas combinacdes lineares das variaveis
iniciais, e colocadas em ordem decrescente por suas variancias, VAR CP1 > VAR
CP2>...VAR CP, (VALENTIN, 2000).

A analise hierarquica de agrupamento (HCA) baseia-se em encontrar
similaridade em um amplo conjunto de dados. Dividindo o conjunto de dados em
grupos. O método de agrupamento hierarquico produz aglomerados de pequenos
grupos de itens semelhantes e grandes aglomerados, que incluem itens com menor

similaridade. A partir do método de agrupamento hierarquico normalmente séo
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produzidos gréaficos conhecidos como dendogramas, que apresentam a estrutura

dos agrupamentos de forma bastante intuitiva (HOLLAND, 2006).
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DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE CHOCOLATES
PRODUZIDOS COM DIFERENTES CULTIVARES DE CACAU

(Theobroma cacao L.)

RESUMO

Chocolate varietal € aquele produzido com améndoas de cacau oriundas de regides
geograficas e populacbes varietais (cultivares) especificas. Améndoas de cacau de boa
qualidade sdo de grande importancia para a obtencdo e comercializacdo de chocolates
com atributos diferenciados. O presente estudo teve como objetivo caracterizar e
comparar as propriedades fisico-quimicas de chocolates produzidos a partir de diferentes
variedades de cacau (Theobroma cacao L.) cultivados na Regido Sul da Bahia. Foram
avaliadas 9 amostras de chocolates monovarietais, quanto as propriedades fisico-
quimicas, térmicas e o perfil de acidos graxos. Os resultados obtidos foram submetidos a
testes de variancia e estatistica multivariada. As avaliagbes quimicas mostraram que as
amostras possuem caracteristicas proprias. O perfil de fusdo de gordura variou de 28°C a
31,60°C. Foi possivel identificar uma correlacdo linear entre o teor de gordura dos
chocolates e o parametro de forca de quebra. As amostras de chocolates néo diferiram
entre si com relagdo ao aspecto colorimétrico. A analise de componentes principais (PCA)
permitiu discriminar as diferentes variedades de chocolate em funcao do perfil de acidos
graxos. Através da andlise hierarquica de agrupamento (HCA) verificou-se a formacao de
trés grupos. As analises termogravimétricas demonstraram que as amostras possuem um
perfil termogravimétrico semelhante. As diferencas encontradas nas amostras de
chocolates foram atribuidas a fatores como o processo de maturagdo do fruto, a
variedade do cacau e as condi¢cdes climaticas a que foram submetidas durante o

processamento.

PALAVRAS-CHAVES: Acidos graxos; monovarietal; sélidos de cacau, vassoura de

bruxa.
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DETERMINATION OF THE PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF CHOCOLATES
PRODUCED WITH DIFFERENT COCOA CULTIVARS (Theobroma cacao L.)

ABSTRACT

Varietal chocolate is that produced with cocoa beans from geographical regions and
specific varietal populations (cultivars). Good quality cocoa almonds are of great
importance for the obtaining and commercialization of chocolates with differentiated
attributes. The present study aimed to characterize and compare the physicochemical
properties of chocolates produced from different varieties of cocoa (Theobroma cacao L.)
cultivated in the Southern Region of Bahia. Nine samples of monovarium chocolates were
evaluated for physico-chemical, thermal and fatty acid profiles. The results were submitted
to tests of variance and multivariate statistics. The chemical evaluations showed that the
samples have their own characteristics. The fat melting profile ranged from 28 °C to 31.60
°C. It was possible to identify a linear correlation between the fat content of the chocolates
and the break force parameter. The samples of chocolates did not differ in relation to the
colorimetric aspect. The main component analysis (PCA) allowed to discriminate the
different varieties of chocolate according to the profile of fatty acids. Through the
hierarchical clustering analysis (HCA) the formation of three groups was verified. The
thermogravimetric analysis showed that the samples had a similar thermogravimetric
profile. The differences found in the samples of chocolates were attributed to factors such
as the fruit maturation process, the cocoa variety and the climatic conditions to which they

were submitted during processing.

KEYWORDS: Fatty acids; monovarietal; cocoa solids, witch's broom.
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1. INTRODUGCAO

O Sul da Bahia € a segunda maior regido produtora de cacau do Brasil, sendo
responsavel por 72,8% da producédo nacional, entre as safras de 2007/2008. Até o ano
de 1989, esta regido era livre da enfermidade conhecida como “vassoura-de-bruxa”,
causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, responsavel por elevadas perdas que
provocou uma reducédo de até 100% na producédo de cacau dessa regiao (MANDARINO
& GOMES, 2009).

Uma das alternativas encontradas para se manejar a incidéncia da doenca
“vassoura-de-bruxa” foi o emprego de variedades resistentes e de alta produtividade,
desenvolvidas em programa de melhoramento genético do cacaueiro (LEITE et al.,
2013).

Améndoas de cacau de boa qualidade sdo de grande importancia para a
obtencdo e comercializagdo de chocolates com atributos diferenciados. As
caracteristicas genéticas do cacau, bem como as opera¢cdes de processamento que se
iniciam na propriedade agricola como fermentacdo e secagem, e as operacbes de
processamento do chocolate influenciam diretamente na qualidade final do produto
(MENEZES et al. 2016; LEITE et al., 2013).

De acordo com a legislacdo brasileira, o chocolate é definido como produto
obtido a partir da mistura de derivados de cacau (Theobroma cacao L.), massa, pasta ou
liquor, cacau em p6 e ou manteiga de cacau, com outros ingredientes, como acucar,
com ou sem adicdo de leite, contendo, no minimo, 25% (g/100 g) de sdlidos totais de
cacau (BRASIL, 2005).

Chocolate varietal € aquele produzido com améndoas de cacau oriundas de
regibes geogréficas e populacdes varietais (cultivares) especificas, sendo que o sabor
destas améndoas é fortemente influenciado pelo meio ambiente onde é produzido,
fazendo com que esses produtos possuam uma verdadeira identidade de origem (LUNA
et al., 2002).

A composicdo do chocolate varia em todo o mundo devido as diferencas
culturais e de legislacdo em relacdo as concentragfes de cacau e solidos do leite e as
qguantidades e tipos de gorduras vegetais permitidas, assim como também pode ser
influenciada pela variedade genética das améndoas de cacau que foram utilizadas para
a producao do chocolate, condi¢des de cultivo e técnicas pos-colheita (APROTOSOAIE,
LUCA, MIRON, 2016; CARNEIRO et al., 2011). Dessa forma, torna-se necessario avaliar
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as caracteristicas fisico-quimicas desses chocolates, afim de verificar a influéncia de
cada fator sobre a qualidade e preservacao do produto final. O presente estudo teve
como objetivo caracterizar e comparar as propriedades fisico-quimicas de chocolates
produzidos a partir de diferentes variedades de cacau (Theobroma cacao L.) cultivados
na Regido Sul da Bahia.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material
Foram avaliadas nove amostras de chocolates monovarietais contendo 70%

de sélidos de cacau, produzidos a partir de diferentes variedades de cacau,
denominadas PH16, SR162, TSH1188, CEPEC2002, CCN51, Péra-parazinho (Pard),
Ipiranga | (Ipi.l), BN34 e PS1319. Essas cultivares de cacau foram utilizadas para a
elaboracdo dos chocolates por possuirem caracteristicas proprias das regides
cacaueiras onde foram cultivadas.

Os chocolates foram produzido em uma fabrica de chocolate localizada em
llhéus, regido Sul da Bahia. A formulacdo do chocolate 70%, provenientes das
variedades de cacau em estudo, foi realizada utilizando: massa de cacau 66,0%, acucar
29,60%, manteiga de cacau 4,0% e lecitina 0,4%. Todos os chocolates produzidos

possuem a mesma formulagéo.

2.2 Caracterizacao fisica quimica
As amostras foram caracterizadas quanto aos teores de acidez titulavel, pH,
aw, composicdo quimica, ponto de fusdo, determinacdo dos parametros de cor, textura,
perfil térmico e de acidos graxos.
As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos pela

meédia da triplicata e seu desvio padréo.

= Acidez titulavel
O teor de acidez titulavel foi quantificado de acordo com IAL (2008). Tomou-
se 5 g da amostra previamente macerada e aquecida com o auxilio de 50 mL de agua
deionizada. Posteriormente o eletrodo foi introduzido na solucéo e foi feita a titulagéo a
com solucdo de NaOH 0,1 M, até pH 8,2-8,4.
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] pH
A leitura do pH foi obtida através de pHmetro digital de bancada, modelo
(PHS 3D — SANXIN), devidamente calibrado. Pesou-se 10 g de amostra previamente
macerada, em seguida as amostras foram aquecidas com o auxilio de 100 mL de agua
deionizada e depois foi realizada a leitura, de acordo com a metodologia sugerida pelo
IAL (2008).

[ ] Ay
A a, foi determinada em equipamento Aqualab — Decagon com exatidao
10,015 e resolucéo 0,001.

» Umidade
Foi utilizado 3 g de amostra para a determinacdo de umidade pelo método
gravimétrico, em estufa com circulagdo de ar modelo (TE 394/1 — TECNAL) a uma
temperatura de 105 °C e dessecador sob vacuo, para resfriamento até peso constante
(IAL, 2008).
= Cinzas
O teor de cinzas foi avaliado pelo método gravimétrico, por meio da
destruicdo da matéria organica contida em 3 g de amostra, submetida a carbonizagéo
total em manta aquecedora e posterior incineracdo em forno mufla modelo (402 D -
LAVOISIER), a 550°C, até peso constante de acordo com as recomendac¢fes do IAL
(2008).

» Proteinas
A determinacdo de proteinas foi realizada a partir da quantificacdo do
nitrogénio total contido em 0,5 g da amostra, pelo método de Kjeldahl (1988), cujo fator
indicado para conversdo de nitrogénio total para proteina foi de 6,25, conforme as
normas do IAL (2008).

= Lipidios
Os lipideos totais foram determinados usando a técnica proposta por Bligh &
Dyer, descrita por Dias et al., (2013), que consiste em uma extracdo a frio a partir da
mistura de trés solventes, cloroférmio, metanol e dgua. Os lipideos foram quantificados
em 5 mL de cloroférmio e submetidos a estufa 105 °C, modelo (TE 3941 — Tecnal) para

completa evaporacdo do solvente.

40



= Carboidratos
O teor de carboidratos foi calculado por diferenca, conforme Cohen e Jackix
(2004), onde foi subtraido de 100 — (% umidade + % cinzas + % proteina bruta + %
lipidios totais). (Eq.1)

Carboidratos (%) = 100 — (% umidade + % cinzas + % proteinas + % lipidios totais)

= Ponto de fuséo
A determinacdo do ponto de fuséo foi realizada em aparelho medidor de PF
modelo PFMII. A razdo de aquecimento utilizada foi de 1 °C min™, na faixa de
temperatura de 23 a 40 °C.

= Analise instrumental de cor
A determinacdo dos parametros para analise de cor das amostras foi feita
usando um colorimetro Konica Minolta (Chroma Meter CR-5), previamente calibrado, em
uma superficie branca e preta. A cor das amostras de chocolate foi determinada no
sistema L*, a*, b* o qual foi calibrado utilizando placa de porcelana branca. Nesse
sistema de cores L* representa a luminosidade (L*=0 — totalmente preto e L*=100 —
totalmente branco) e a* e b* sdo as coordenadas de cores responsaveis pela

cromatocidade: (+a* = vermelho e -a*= verde, +b*=amarelo e -b*= azul).

= Textura
O ensaio mecénico realizado foi um corte utilizando uma sonda SMS/P6 em
um analisador de textura modelo TA (Stable Micro Systems), sendo as amostras
condicionadas a 21 °C. Condi¢des de operacao: velocidade pré-teste 1,0 mm/s, teste 2,0
mm/s e poés-teste 10,0 mm/s; distancia de compresséo de 5,0 mm; trigger force 5,1 g e
tempo de 5,00 s. Foi utilizada placa de perfuracdo dupla com 8 mm de didmetro. A forca
de quebra foi expressa em Newtons (N).

= Determinacéo do perfil de acidos graxos
Os acidos graxos individuais foram determinados por cromatografia gasosa
de acordo com a metodologia proposta por Souza et al., (2017). Para isso, uma aliquota
dos lipidios totais (aproximadamente 25 mg) foi submetida a reacdo de saponificacédo
com NaOH em metanol, seguida de metilacdo com catalisador BF3 (12% em metanol).

Os ésteres metilicos de acidos graxos (EmAG) foram extraidos com isooctano e
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transferidos para frasco ambar contendo 1mg de padréo interno (C23:0 - T9900; Sigma
Aldrich®) e armazenados em atmosfera inerte (N,) em freezer a -60 °C.

= Separacdo cromatogréafica dos EmMAG

A separacado dos EmAG foi realizada em cromatografo a gas (Perkin Elmer
Clarus 680) equipado com detector de ionizacdo de chama e coluna capilar de silica
fundida DB-FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 ym). Os parédmetros de analises foram:
temperatura do injetor em 250 °C; temperatura do detector em 280 °C; temperatura da
coluna programada a 150 °C durante 16 min., 2 °C por min™ até 180 °C, permanecendo
nessa temperatura por 25 minutos; e aumentando 5 °C até 210 °C, permanecendo por
25 minutos. O gas hélio foi utilizado como gas de arraste a 1,0 mL min™.Utilizou-se
Nitrogénio como géas de make-up a 30 mL min™’. Para os gases de chama, utilizou-se 30
mL min™para o gas hidrogénio e a 300 mL min™ para o ar sintético. As injecdes foram
realizadas em triplicatas no modo split e o volume de inje¢ao foi de 1 pL.

A identificacdo dos EmAG de acidos graxos foi realizada por comparacdo aos
tempos de retencao dos picos das amostras com os tempos de retencao do padrdo mix
(189-19, Sigma, EUA). A quantificacdo dos &cidos graxos foi realizada pela adicdo de
padrao interno (C23:0 Sigma, EUA) aos EmAG de acidos graxos extraidos. Os calculos
foram realizados de acordo com a equacao 2 e expressos em mg/g de lipidios totais.

A XMy XF
A XM X Fyg

Concentragdo (mg/g) = x1000 (Eq.2)

Em que:

Aac = area do pico do éster metilico de acido graxo no cromatograma da amostra;

Mp; = massa do padrao interno adicionada a amostra em mg;

F = fator de correcdo de resposta de cada éster metilico de acido graxos no detector de
ionizacao em relacdo ao C23:0;

Ap| = area do padréo interno no cromatograma da amostra;

M = massa da amostra em miligramas;

Fac= fator de conversédo de éster metilico de acido graxos para acido graxo.

= Analise térmica
A determinacdo dos parametros de analise foi de acordo com as condi¢des
propostas por Materazzi et al., (2014). Foi utilizada uma termobalanca previamente
calibrada, da marca Perkin ElImer modelo Pyrisl TGA. As analises termogravimétricas

foram realizadas utilizando 10 mg da amostra em cadinho de alumina, sob atmosfera de
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nitrogénio, & vazdo de 1 mL min™. E raz&do de aquecimento de 10 °C min™, operado em

uma faixa de temperatura de 25 a 700 °C.

2.3 Analise dos dados
Foi

tratamentos e 3 repeticdes e os resultados obtidos nas anélises foram compilados em

utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 9
planilhas eletrdnicas e analisados para ajuste adequado dos modelos matematicos.

Os dados de composicao quimica foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as variaveis que apresentaram diferenga significativa foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. Para os resultados de colorimetria, foi
aplicado o teste de Kruskall-Wallis (p<0,05).

A andlise dos componentes principais (PCA) e andlise hierarquica de
agrupamento (HCA) foram aplicadas para avaliar a similaridade da concentragéo de
acidos graxos em funcdo da variedade das amostras. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa estatistico Minitab v.17. Os dados obtidos a partir das

curvas de TG e DTG foram plotados por meio do programa Origin v.8.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1Andlises fisico-quimicas
Os resultados da composicdo quimica para as amostras de chocolates
monovarietais avaliadas nesse estudo estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo fisico-quimica das amostras de chocolates monovarietais

Amostras Proteinas Lipidios Cinzas Umidade Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)
SR162 8,42+0,19%° 38,40+0,18%° 1,52+0,02° 0,90+0,04° 50,83+0,26*°
BN34 9,14+0,49% 38,28+0,78%° 1,64+0,03°" 1,14+0,02°°  49,92+0,63"
PH16 8,93+0,02%  34,83+0,59° 1,86+0,02* 1,10+0,08°"  53,36x0,70%
CEPEC 8,69+0,32%° 37,80+1,03*"  1,50+0,01" 0,91+0,01% 51,041,347
TSH1188 8,99+0,25%  41,82+0,96* 1,58+0,02% 1,06+0,06°*®  46,39+0,66"
Ipiranga | 7,87+0,06° 39,70+3,65%°  1,89+0,02% 1,29+0,07*®  49,25+3,70%
CCN51 8,79+0,12%°  35,98+0,82°°  1,76+0,04°  1,40+0,03*  51,99+0,94"
PS1319 8,04+0,37™  35,21+0,67°  1,74+0,02° 1,15+0,07°  54,07+1,00
Para 8,99+0,25%  36,21+0,91"° 1,69+0,05° 1,32+0,03* 51,75+0,60%"

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas entre si pelo

teste de Tukey (p<0,05).
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Os teores de proteinas para as amostras de chocolates das variedades BN34,
PH16, TSH1188 e Para-parazinho ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) mas
possuem diferenca significativa quando comparada com a amostra Ipiranga | que possui o
menor teor de proteina 7,87%. Ja as amostras CCN51 e CEPEC2002 também néo
apresentaram diferenca significativa e possuem valores médios entre 8,79 e 8,69%.

O alto teor de proteinas pode proporcionar uma quantidade razoavel de
peptideos e alguns aminoacidos como histidina, metionina e cisteina que possuem
atividade antioxidante (JALIL & ISMAIL, 2008). Moreira (1994) atribuiu as variacbes do
valor protéico ao teor de nitrogénio total no solo onde o cacau foi cultivado, assim como
também a variedade genética do cacau que foi utilizado no processamento do chocolate.

Quanto aos teores de lipidios totais as amostras TSH1188, SR162, BN34,
CEPEC2002 e Ipiranga | ndo possuem diferenca significativa entre si, mas diferem da
amostra PH16. Os chocolates das variedades Para-Parazinho, PS1319, CCN51 e PH16
ndo exibem diferenca significativa entre si e possuem valores medios entre 34,83 e
39,70%, sendo esses valores inferiores aos das amostras TSH1188, SR162, BN34,
CEPEC2002 e Ipiranga |. Leite et al (2013) ao analisar as propriedades fisico-quimicas de
chocolates monovarietais contendo 70% de sélidos de cacau, determinou valores médios
de lipidios entre 36,53% e 41,76% estando esses valores em concordancia com 0s
encontrados nesse trabalho. A variacdo no teor lipidico das amostras pode estar
relacionada a fatores como o processo de maturacao do fruto do cacau, a origem genética
e as condicdes climaticas a que foram submetidas durante o processamento (QUAST,
2007).

Entre as amostras, os valores de cinzas variaram entre 1,50 e 1,89%. Os
chocolates das variedades PH16 e Ipiranga | apresentaram teores de cinzas mais elevados
1,86 e 1,89% e nao possuem diferenca significativa (p<0,05), mas diferem das amostras
Para-Parazinho, CEPEC2002, BN34, TSH1188, SR162. Os chocolates PS1319 e CCN51
nao apresentam diferenga significativa entre si, mas possuem diferenga entre as amostras
PH16 e Ipiranga I. Genovese e Lannes (2009) sugerem que os chocolates com alto teor de
cinzas podem conter um alto teor de minerais.

Os teores médios de umidade foram de 0,90 e 1,40% esses valores sdo
inferiores a faixa de umidade descrita por Genovese e Lannes (2009) que foi de 1,93 a
3,05% para chocolates contendo 70% de sdlidos de cacau. Verifica-se que o teor de
umidade apresentou valores proximos para a amostra SR162 e CEPEC2002, e estas ndo
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diferiram significativamente (p<0,05). Ja& as amostra CCN51 e Para-parazinho
apresentaram um teor médio de umidade superior as demais, diferindo significativamente
das outras amostras (p<0,05). A umidade dos chocolates pode ser um interferente nos
atributos sensoriais de derretimento e textura.

O conteudo de carboidratos variou de 46,39 a 53,36%. As amostras PH16 e
PS1319 ndo diferem entre si (p<0,05), porém diferem das demais, ja que apresentaram o
maior teor de carboidratos. Essas variacbes podem ser atribuidas ao fato de que como os
carboidratos foram calculados por diferenca, um baixo teor de proteinas e gordura dara um
alto teor de carboidratos (PADILLA, LIENDO & QUINTANA, 1998).

A Tabela 2 apresenta os resultados das avaliacbes de ay, acidez titulavel, pH,
ponto de fuséo e forca de quebra nas diferentes amostras de chocolates monovarietais.
Tabela 2 — Valores médios e desvio padrao a, acidez titulavel, pH, ponto de fuséo e forca

de quebra para amostras de chocolates monovarietais contendo 70% de solidos de cacau

Amostras aw Acidez titulavel pH Ponto de fusdo  Forcada

NaOH/100 g (°C) quebra (N)

SR162 0,254+0,01®  3,94+0,22°  6,21+0,30° 28,50+0,50% 82,48+10,9%
BN34 0,232+0,03*  4,16+0,41°  5,06+0,04°° 28,33+0,58% 71,98+3,40%"
PH16 0,234+0,01*  6,58+0,20°  4,57+0,21°  31,60+0,58° 76,82+21,8%"
CEPEC 0,246+0,02%  4,66+0,52°°  4,99+0,09°° 28,00+0,00° 83,38+5,71%
TSH1188  0,259+0,02°  6,20+0,20®°  4,73+0,09°  31,43+0,32®  98,54+7,95°
Ipirangal  0,265+0,03* 4,57+0,40° 5,13+0,15° 31,26+0,46%° 89,08+3,55%
CCN51 0,239+0,01* 5,55+0,69%°  5,18+0,40° 29,66+0,58° 88,33+9,30%"
PS1319 0,268+0,03%  4,87+0,38°°  4,94+0,03°° 29,26+0,25° 65,63+4,77°
Para 0,262+0,02*  6,15+0,13%  4,78+0,02°° 30,00+0,00° 74,25+9,17%

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, para as medidas de
atividade de agua (a,) nao foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) entre as
nove variedades de chocolates estudadas. Efraim (2010) verificou medidas de a, para
chocolates com 65% de sdlidos de cacau de 0,350 sendo esses resultados mais elevados
aos apontados nesse estudo. Menezes et al.,(2016) ao estudar 10 variedades de
chocolates monovarietais encontrou valores de a,, que variaram de 0,631 a 0,692 e destaca
gue a a, das améndoas deve ser inferior a 0,7, a fim de evitar o crescimento de fungos

produtores de toxinas que possam comprometer a qualidade do produto final. A redugéao na
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ay é ocasionada pela temperatura aplicada durante o processo que volatiliza a dgua livre
presente nas améndoas (MENEZES et al. 2016)

A acidez total titulavel apresentou diferenca significativa entre as amostras
(p<0,05) e os valores variaram entre 3,94 e 6,58 NaOH/100g. Os resultados obtidos sao
superiores aos determinados por Menezes et al. (2016) ao avaliar as caracteristicas de
chocolates monovarietais contendo 70% de sdlidos de cacau que variaram entre 2,39 a
3,54 NaOH/100g. A variacdo entre os valores encontrados para acidez titulavel das
amostras de chocolates, pode estar relacionado com a etapa de conchagem, que se
constitui como a Ultima etapa de importancia na formacdo do sabor caracteristico e
desejavel do chocolate, por ocasionar a eliminacao de acidos volateis indesejaveis, como o
acido acético formado durante a fermentacao, que influéncia nas caracteristicas sensoriais
do chocolate (AFOAKWA et al, 2008).

Os valores médios de pH dos chocolates variaram entre (4,57 e 6,21), e
apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05). Essas diferencas entre os valores de
pH encontrados séo justificadas por diversos fatores, como a variedade de cacau utilizada
no processamento do chocolate, os tempos de fermentacédo e secagem (EFRAIM, 2010).

Segundo Dimick e Hoskin (1981), o valor de pH ideal para chocolates é de
5,70. Valores de pH mais baixos representam teores elevados de &acidos organicos,
principalmente o acido acético, formado durante a etapa de fermentagédo das améndoas de
cacau, afetando de forma indesejavel o sabor do chocolate (BRITO & NARAIN, 2003;
EFRAIM, 2010). Para verificar a correlacao entre o teor de pH e acidez, foi realizada uma

analise de correlacao linear, conforme apresenta a Figura 1.

5,00

4,75

4,50

4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5
Acidez

Figura 1 — Diagrama de correlagéo linear entre o teor de pH e acidez
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Foi observada uma correlacdo inversa significativa (p<0,05) entre o pH e a
acidez titulavel, levando em consideracdo o coeficiente de correlagdo de Pearson
encontrado, que foi de -0,656, o que sugere que 65% da reducdo do pH ocorrem
proporcionalmente com o aumento do teor de acidez.

Holm, Aston e Douglas (1993) ao avaliar os efeitos dos acidos organicos no
cacau e chocolate, verificaram correlacdo positiva significativa (p<0,05) entre a
concentracdo de acido acético e pH onde o coeficiente de correlacdo de Pearson foi de
0,820.

Tem sido reportado na literatura que niveis mais altos de acidez titulavel séo
associados com améndoas de cacau com baixos valores de pH (SHEPHERD,1976). O pH,
€ um indice que indica a acidez, neutralidade ou alcalinidade de um meio qualquer, cuja
determinacao € feita eletrometricamente. Ja a acidez é resultante dos &cidos organicos
existentes no alimento, e que causam altera¢des quimicas nos mesmos (IAL, 2008).

Também foi relatado que améndoas de cacau que possuem caracteristicas
sensoriais inferiores aos desejaveis de sabor de cacau/chocolate € ocasionado pelo alto
teor de acidez (BIEHL et al., 1985).

As caracteristicas de qualidade do chocolate também estéo relacionadas com
0 seu ponto de fusdo. Esse deve ser derretido de forma lenta e em temperaturas que néo
seja superior a do corpo humano, conferindo assim dureza e quebra a temperatura
ambiente (snap), brilho, contracdo durante o processo de desmoldagem, rapido
desprendimento de aroma e sabor e completa fusdo na boca (DHONSI & STAPLEY, 2006).

Os valores médios de ponto de fusdo variaram de 28 a 31,60 °C e
apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05). As amostras PH16 e TSH1188
possuem o ponto de fusdo mais elevados 31,60 e 31,43 °C, respectivamente quando
comparada com as demais amostras. De acordo com Stapley et al. (1999), em estudos
realizados com a temperagem de chocolates, as amostras que possuem pontos de fusdo
maiores estdo associados as formas polimérficas mais estaveis para chocolates
adequadamente temperados.

A faixa do ponto de fusdo de uma gordura depende da sua composicao
guimica, do seu comportamento polimorfico e das condicdes de cristalizacdo as quais as
amostras foram submetidas (QUAST et al., 2011).

Lohman e Hartel (1994) ao determinarem ponto de fusdo em chocolates com
alto teor de cacau verificaram valores médios de ponto de fusédo entre 32,6 e 33,7 °C.
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Esses resultados sdo semelhantes aos apresentados nesse estudo. Leite et al. (2013)
determinaram ponto de fuséo entre 29,63 e 30,43 °C também s&o considerados proximos
aos encontrados no presente estudo para chocolates produzidos a partir de cacau
resistentes a vassoura de bruxa. Baixo ponto de fusao influencia a textura do produto final,
tornando o chocolate inconsistente e sem estabilidade. De acordo com Melo e Chitarra
(1999) o principal problema para a conservagdo do chocolate esta relacionado com o seu
alto conteudo de gordura e do seu baixo ponto de fusao.

As medidas de forca de quebra dos chocolates avaliados foram descritos na
Tabela 2 e apresentaram diferenca significativa (p<0,05). A forca de quebra é um dos
parametros de textura avaliados, que confere a firmeza do alimento, sendo uma
propriedade instrumentalmente definida como a forca requerida para causar uma
determinada deformacdo na amostra (SZCZESNIAK, 2002). Os resultados foram de 98,54
N a 65,63 N, em que a amostra TSH1188 possui valor mais elevado 98,54 N. Assim, pode-
se afirmar que a energia necesséaria para romper a amostra foi superior as demais. Ja as
amostras BN34 e PS1319 requerem menor energia, pois apresentaram valores mais baixos
71,98 N e 65,63 N.

A diferenca de forca de quebra entre as amostras estudadas pode estar
relacionada com a eficiéncia da temperagem e a quantidade de manteiga de cacau. Essa
etapa do processamento induz a formagao de cristais da manteiga de cacau na forma 3, e
somente esta forma é capaz de produzir a solidificacdo da gordura presente na massa
(CARNEIRO et al., 2011).

A fim de avaliar a relacéo linear, o sentido e a intensidade da correlagéo entre
o teor de gordura e a forca de quebra dos diferentes chocolates, foi calculado o coeficiente
de correlagdo de Pearson que foi de 0,722 e a sua significancia (p<0,028). Carneiro et al.
(2011) ao avaliar os parametros de textura em barras de chocolates, também verificou uma
correlacdo significativa (p<0,05) entre o teor de gordura e a forca de quebra, em que o
coeficiente de correlacdo de Pearson foi de 0,710.

A Tabela 3 apresenta os dados referentes a andlise de cor das diferentes

amostras de chocolate monovarietais.
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Tabela 3 — Valores médios dos parametros Luminosidade (L*) e cromaticidade (a*) e (b*)

nas amostras de chocolates monovarietais

Amostras L* a* b*
SR162 26,15+0,23 7,42+0,08 4,40+0,09
BN34 27,24+0,93 5,82+0,36 3,31+0,13
PH16 28,07+1,57 5,27+0,15 2,85+0,41
CEPEC2002 27,24+0,93 5,82+0,36 3,31+0,13
TSH1188 26,38+0,32 4,90+0,11 1,91+0,02
Ipiranga | 29,52+0,14 6,96+0,11 3,84+0,14
CCN51 27,98+2,35 6,91+0,41 4,21+0,45
PS1319 28,53+1,20 7,65+0,29 4,63+0,13
Para-Parazinho 28,47+0,98 6,43%0,42 3,42+0,05

Teste de Kruskal-Wallis para analise de variancia, (p<0,05).

A cor em chocolates e produtos derivados € um dos parametros indicadores
de qualidade, influenciando diretamente na aceitacao, ja que esta intimamente relacionado
com as proporcdes de cacau e a manteiga de cacau que foram utilizados no
processamento (OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA & BENASSI, 2010).

Os valores dos parametros luminosidade L* e cromaticidade a* e b*,
descrevem a uniformidade da cor no espaco tridimensional. O parametro L* representa a
luminosidade e se refere a capacidade que a amostra possui em refletir ou transmitir luz,
guanto menor o valor de L*, mais escura a amostra (AFOAKWA et al., 2008).

N&o foi possivel observar diferencas significativas ao nivel de confianca de
95% entre as amostras para os parametros de cor avaliados (L*, a* e b*). Com relacdo ao
paréametro L*, todas as amostras foram consideradas escuras, apresentando valores abaixo
de 50 na escala de 0 a 100. As amostras SR162 e TSH1188 possuem valores de L* entre
26,15 e 26,38, podendo ser consideradas as mais escuras. Quanto as coordenadas de
cromaticidade (a* e b*), foi possivel observar que todas as amostras situaram-se entre as
regibes do vermelho e do amarelo, em que a leitura do colorimetro demonstrou valores
positivos para estas coordenadas. Leite et al. (2013) descreve que a combinacdo dos
cromos positivos a* e b* resulta na coloragdo marrom, cor caracteristica do chocolate.

De acordo com Padilha et al. (2010) a cor dos chocolates é influenciada tanto
pelas propor¢cbes de matérias-primas, como pela porcentagem da massa de cacau. O que

explica a similaridade entre as amostras, ja que todas possuem a mesma formulacao.
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3.2ldentificacdo e quantificacdo dos acidos graxos

A Tabela 4 apresenta o perfil de acidos graxos saturados e insaturados das
diferentes variedades de chocolates. Os percentuais de acidos graxos quantificados neste
estudo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre algumas variedades.
Observou-se uma proporcdo maior de acidos graxos saturados, que explicariam
parcialmente o ponto de fusdo das amostras analisadas.

Dentre os acidos graxos majoritarios encontrados, destacam-se o0 acido
palmitico (C16:0), que variou entre 23,91 a 30,72%; o acido estearico (C18:0), de 30,25 a
35,18%; e o &cido oléico (18:1n9), com concentracbes entre 32,24 a 35,40%. Os
percentuais obtidos para os acidos graxos majoritarios sao similares aos encontrados por
Leite et al. (2013) que avaliou o perfil de acidos graxos em chocolates oriundos de
diferentes variedades de cacau, estes variaram entre 25,23 a 25,76% acido palmitico,
33,83 a 34,03% para o acido esteérico e 34,44 a 35,83% para o0 acido oléico. E
corroboram também com os resultados determinados por Menezes et al. (2016) para
diferentes variedades de cacau, que variaram de 25,49% a 25,73% para o acido
palmitico, de 33,69% a 34,34% para o acido esteérico e de 35,06% a 35,33% para o acido
oléico. Segundo Cohen e Jackix (2004) o acido oléico é o principal acido graxo do
chocolate. A alta concentracdo desse &cido confere maciez a gordura.

As quantidades de acidos graxos poliinsaturados foram de 2,78% a 3,56%,
com destaque para o acido linoléico (18:2n6).

As amostras que apresentaram menor concentracao de acidos graxos foram
CEPEC2002 e PS1319. Tais amostras possuem um quantitativo total de acidos graxos
saturados de 414,29 mg e 381,06 mg, respectivamente. Com relacdo a concentracdo de
acidos graxos insaturados, as amostras apresentaram valores médios de 362,89 mg
(BN34) e 230,03 (PS1319), que também apresentou menor concentracdo de &cidos
graxos insaturados.

As médias percentuais para a somatoria dos acidos graxos saturados variou
entre 61,21 e 63,7% e acidos graxos insaturados de 36,21 e 39,43 %. Esses valores sao
similares aos determinados por Padilla, Liendo e Quintana (1998) ao estudarem a
composicao de acidos graxos de hibridos de cacau, que verificaram resultados médios de
acidos graxos saturados de 61,65% e insaturados 38,32%, sendo esses valores similares

aos percentuais de acidos graxos apresentados nesse estudo.
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Tabela 4 — Perfil de &cidos graxos em chocolates monovarietais contendo 70% de sélidos de cacau em mg de 4cidos graxos/g de

lipidios
AG SR162 BN34 PH16 CEPEC2002 TSH1188 Ipiranga | CCN51 PS1319 Para
C14:0 0,73+0,40° 0,60+0,03" 0,56+0,13" ND 0,80+0,04% 0,84+0,25° 0,71+0,02° 0,73+0,10% 0,90+0,07%
C16:0  221,25#5,43%°  277,49+14,32®  206,05+3,90%°  191,98+21,37° 274,39+2,45°  217,65+12,62%°  233,69+34,02*°  187,82+34,56°  203,78%5,34*
C16:1n7 1,83+0,14% 2,24+0,43% 1,63+0,08? 1,42+0,412 2,43+0,08% 1,54+0,13% 2,06+0,21% 1,37+0,26% 1,64+0,66%
C17:0 2,13+0,10% 1,96+0,48% 1,380,09% 1,27+0,35% 2,11+0,49%" 1,460,02% 2,23+0,33% 0,98+0,06" 1,51+0,15%
C18:0  289,45+8,65°  303,42+23,49* 246,00+12,15*° 218,16+20,94” 312,15+1,85* 252,20+13,08%°°  280,57+36,38"°  184,91+29,30° 299,82+16,43%
C18:1n9 292,89+6,80°"° 327,30+19,50° 248,85+13,91%° 230,0+24,70°°  321,59+0,46® 275,30+14,50*°  268,60+31,70*°  207,40+42,60° 304,30+16,60%"
C18:2n6  26,10+0,48%° 31,63+2,05% 21,35+0,86" 19,72+#1,69°  28,65+0,42% 26,70+1,39%" 26,96+3,32%" 19,91+3,39° 27,97+1,80%
C18:3n3 ND 1,70+0,23% 1,06+0,25" ND ND ND 1,03+0,35" 1,32+0,15% 2,18+0,03%
C20:0 8,81+0,50%" 9,84+0,25% 8,70+0,40%° 7,35+0,93% 9,78+0,08% 7,00+0,89%" 8,93+1,01%* 5,77+1,63" 8,89+0,16%
C22:0 1,55+0,56% ND 1,39+0,06° ND ND ND ND 0,99+0,28% 1,14+0,19°
S 523,92+12,51% 593,31+38,58"  464,07+7,74%  414,29+38,48° 599,22+3,92*  479,14+26,86"°  526,11+71,76*°  381,06+65,89° 521,11+15,15%
M 294,73+6,65%°  329,56+19,92% 250,48+13,82°°° 231,4625,12°° 324,23+0,09° 276,82+14,38*°  270,68+31,86"°  208,80+42,89° 308,75+12,03*"
P 26,11+0,49%  33,33+1,82° 22,41+0,61° 18,53+1,68°  29,36+1,43*°  26,70+1,39%"* 27,99+3,68% 21,23+3,54% 30,70+0,99%
)3 844,80+19,7%°  956,20+60,3*  737,00£22,2*  670,00£70,4°  952,61+2,86°  782,60+42,6* 824,80+107,3*°  611,10+112,4°  852,10+40,0*

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ** S= somatério de acidos graxos

saturados; M=

somatoério de 4acidos graxos

monoinsaturados;

P=

somatério de acidos graxos

poliinsaturados.

*kx\ D=

Nao detectado.
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A Figura 2 ilustra os resultados de scores dos primeiros componentes
principais, PC1 e PC2, que explicaram respectivamente 63,7% e 148% e
demonstraram a variancia armazenada em cada componente principal expressa pelos
autovalores da matriz padronizada. Verificou-se no presente estudo que os dois
componentes principais foram usados em conjunto e explicaram 78,5% da variancia
total observada entre as amostras. As amostras similares ocupam regides proximas no
grafico, enquanto as amostras com caracteristicas distintas encontram mais distantes
umas das outras.

Cada amostra foi localizada préximo aos vetores que a caracterizaram e que
descreveram com maior intensidade suas caracteristicas, sendo possivel observar a
formacdo de trés grupos em funcdo da similaridade apresentada entre os dados,
conforme apresenta a Figura 2. A andalise de componentes principais permitiu

discriminar as diferentes variedades de chocolate em funcao do perfil de 4cidos graxos.
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Figura 2 — Score e carga fatorial da Anélise de Componentes Principais da composicao
de acidos graxos em chocolates monovarietais
Na Figura 3 é apresentado o dendograma de similaridade obtido a partir da
HCA para o agrupamento de diferentes amostras de chocolates monovarietais, obtido
pela matriz de distancia euclidiana média padronizada. De acordo com as
caracteristicas consideradas, quanto menor a distancia entre dois locais, mais similares

eles serdo. Observou-se uma separacdo das variedades em trés grupos principais,
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podendo ser classificados de acordo com perfil de &cidos graxos de cada variedade de
chocolate.

0,00

33,33

Similaridade

66,67

100,00 —
SR162 CCN51 IPIRANGAI  PARA BN34 TSH1188 PH16 PS1319 CEPEC2002

Figura 3 — Analise de agrupamento hierarquico das amostras de chocolates quanto
ao perfil de AG

As amostras SR162, CCN51, Ipiranga | e Para-parazinho, sdo mais

similares entre si. JA os chocolates das variedades PH16, PS1319 e CEPEC2002

foram as Ultimas a agruparem-se, provavelmente devido aos menores teores de acidos

graxos encontrados, quando comparados aos demais.

3.3Andélise térmica

Foi observado um comportamento termogravimétrico semelhante para todas
as amostras conforme apresenta a Figura 4.
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Figura 4 — Curvas de TG e DTG para a amostra de chocolate PH16 contendo 70% de

sélidos de cacau
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As amostras de chocolates apresentaram 3 eventos de decomposicéo e

variagdo de massa nas curvas de TG e 5 eventos nas curvas da DTG, exceto as

amostras CCN51 e TSH1188 que apresentaram 6 eventos de decomposicao na DTG.

O comportamento térmico dos alimentos depende fortemente da sua

composicdo (RAEMY, 2003). As curvas termogravimétricas e resultados obtidos

referentes a avaliagdo da variacdo de massa dos chocolates sdo representados na

Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados das analises térmicas das amostras de chocolates monovarietais

em atmosfera ar sintético até 700 °C

Amostra Etapa  Tonset (°C)

Tendset (OC) A Massa (%) Tp|c0 (OC)

SR162 1 93,54 96,55 0,50
2 214,55 279,18 17,12 249,87

3 279,18 369,62 12,62

4 369,62 397,82 7,34
5 397,82 509,96 41,12 457,13

Para-parazinho 1 133,46 175,75 0,85
2 215,81 286,30 18,14 248,61

3 286,30 349,66 8,27
4 349,66 387,35 7,86 460,07

5 387,35 532,92 44,04

CCN51 1 114,76 175,75 1,01
2 218,04 288,53 18,49 249,87

3 315,61 357,90 6,93

4 357,90 394,33 8,16

5 426,01 435,50 4,46
6 435,50 498,87 24,55 460,07

BN34 1 115,87 155,79 0,53
2 213,44 283,92 17,56 249,87

3 326,21 352,03 3,75

4 374,37 393,21 4,58
5 393,21 522,46 44,73 460,07

TSH1188 1 107,64 169,84 0,94
2 218,04 287,41 17,45 253,36

3 287,41 313,23 2,91

4 360,27 375,48 4,83

5 375,48 417,77 15,23
6 417,77 575,22 36,27 445,97

PH16 1 82,93 132,34 0,74
2 220,42 281,55 17,70 252,24

3 324,96 360,27 6,76

4 360,27 402,56 10,21
5 402,56 498,87 36,10 460,07

IPIRANGAL1 1 112,38 158,17 0,72
2 216,93 288,53 19,34 246,24
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3 288,53 343,80 7,48

4 343,80 386,09 8,87
5 386,09 490,63 40,38 454,20

PS1319 1 110,01 152,30 0,87
2 218,04 288,53 19,05 246,24

3 288,53 343,80 7,97

4 343,80 387,35 9,66
5 387,35 481,28 38,09 455,46

CEPEC 2002 1 100,66 137,09 0,55
2 209,81 285,04 18,10 246,24

3 285,04 335,57 7,68

4 335,57 389,58 13,81
5 389,58 496,49 37,72 441,36

Tonset= Temperatura inicial; Tengser= Temperatura final; Tpic,= Temperatura de decomposi¢do maxima

A primeira etapa avaliada em todas as amostras é caracterizada por um
evento ocasionado pela desidratacdo das amostras que ocorreu em funcdo das
moléculas de agua fracamente ligadas. A perda de massa nas amostras iniciou em uma
temperatura média de 107,91 °C e terminando em torno de 150,39 °C. Foi observada
uma perda de massa média de 0,74%, sendo esses resultados inferiores aos obtidos
pelo método gravimétrico tradicional para a determinacao de umidade (0,90 a 1,40%)).

O segundo evento ocorreu em uma temperatura média de 216,12 °C, com
perda de massa de 18,10%. A temperatura média do Ty, da primeira derivada foi
observada na faixa de 249,17 °C. Ostrowska-Ligeza et al. (2018) ao avaliar a
estabilidade térmica de chocolates escuros em diferentes estagios de processamento,
correlacionou o segundo evento a decomposicdo de acucar em todas as curvas da DTG.

O terceiro apresentou temperatura média de Tonset de 334,22 °C e
temperatura media de Tengset de 347,32 °C, com uma perda de massa média de 9,50%.
O quarto evento ocorreu em uma temperatura média de 364,28 °C e finalizou em 399,69
°C. O quinto evento foi caracterizado pela maior perda de massa 40,31 %,
principalmente para as amostras Ipiranga |, BN34, SR162 e Para-Parazinho,
respectivamente. Ja as amostras CCN51 e TSH1188 apresentaram maior perda de
massa media no sexto evento de 30,41%.

Materazzi et al. (2014) ao avaliar o comportamento térmico de chocolates
escuros, determinaram apenas trés eventos de decomposicdo na faixa de temperatura
de 20-210 °C; 210-340 °C e 340-750 °C, sendo esses resultados diferentes aos

apresentados nesse estudo.
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4. CONCLUSAO

Por se tratar de variedades clonais que ainda estdo sendo estudadas, se
faz necessario caracterizar as propriedades dos chocolates obtidos a partir de cada
variedade de cacau, a fim de verificar a influéncia genética e ambiental na qualidade
final do chocolate. Assim, foi possivel diferenciar os chocolates monovarietais com base
em suas propriedades fisico-quimicas. Foi encontrada diferenca significativa (p<0,05)
entre as amostras para todos os parametros fisico-quimicos que foram avaliados, exceto
para a, € 0S parametros colorimétricos. Essas diferencas podem ser atribuidas as
condi¢gbes de processamento, fatores ambientais e variedades genéticas do cacau que
foi utilizado para a elaboragdo dos chocolates. Baixos indices de acidez titulavel séo
esperados em chocolates de maior qualidade. Portanto, dentre as amostras analisadas,
SR162, BN34 e Ipiranga | sédo preferiveis seguindo esse critério. No entanto, vale
ressaltar que existem outras variaveis que s&o responsaveis pela qualidade final e
propriedades organolépticas do produto acabado.

A partir da andlise de componentes principais (PCA), foi possivel
discriminar as diferentes variedades de chocolate em funcéo do perfil de acidos graxos
em trés grupos principais. A formagéo dos grupos foi confirmada a partir da analise
hierarquica de agrupamento (HCA). As amostras possuem perfil termogravimétrico

semelhante.
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CAPITULO 1l

Perfil de compostos volateis em chocolates monovarietais por GC-
MS utilizando a técnica de HS-SPME
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Perfil de compostos volateis em chocolates monovarietais por GC-MS
utilizando a técnica de HS-SPME

RESUMO

O chocolate varietal € produzido com améndoas de cacau oriundas de regides
geograficas e populacdes (cultivares) especificas, sendo as suas caracteristicas
sensoriais relacionadas com a variedade de cacau utilizada no processamento. A etapa
de fermentacdo do cacau é muito importante para a formacdo das fracbes volateis
significativas como alcool e éster, mas também para o desenvolvimento de precursores
de sabor do chocolate. Este estudo teve como objetivo identificar o perfil de compostos
volateis em chocolates monovarietais produzidos a partir de diferentes cultivares de cacau
(Theobroma cacao L.) utilizando a técnica de HS-SPME acoplado a um GC-MS. Foram
avaliadas nove amostras de chocolates monovarietais, quanto ao perfil de compostos
volateis. Ap6s a extracdo dos compostos, as fracdes volateis foram analisadas por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa e as substancias foram identificadas de
forma tentativa. Os resultados obtidos foram submetidos a testes de estatistica
multivariada. Foram tentativamente identificados setenta e sete compostos volateis,
caracterizados por nove classes quimicas como acidos carboxilicos, alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres, hidrocarbonetos, pirazinas e terpenos. A analise de componentes
principais (PCA) explicou 65,70% da variancia total observada. As amostras PH16,
SR1162, TSH1188 e Para-parazinho foram caracterizadas pelos ésteres; CEPEC2002 por
aldeidos, amidas e alcoois; PS1319 por influéncia dos hidrocarbonetos, cetonas, terpenos
e pirazinas negativamente. As pirazinas foram a terceira classe de volateis majoritarias
encontradas. Dentre as pirazinas tentativamente identificadas nesse trabalho, a 2,3-
dimetilpirazina; trimetilpirazina; 2-acetil-3,5-dimetilpirazina e tetrametilpirazina foram
encontradas em todas as amostras avaliadas. A PCA e a analise hierarquica de
agrupamento (HCA) permitiu determinar as diferencas e similaridades dos chocolates em
funcdo do perfil de compostos volateis. Nesse estudo foi possivel observar que a qualidae
do chocolate varia em funcdo da origem genética de cacau que foi utilizado em seu

processamento.

Palavras-chaves: Analise multivariada, sabor, pirazinas, odorantes chaves.
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Profile of volatile components in monovarietal chocolates by GC-MS using an HS-
SPME technique

ABSTRACT

Varietal chocolate is produced with cocoa beans from geographical regions and specific
populations (cultivars), with sensory characteristics related to the variety of cocoa used in
the processing. The fermentation step of cocoa is very important for the formation of
significant volatile fractions such as alcohol and ester, but also for the development of
chocolate flavor precursors. This study aimed to identify the profile of volatile compounds
in monovarium chocolates produced from different varieties of cocoa (Theobroma cacao
L.) using the HS-SPME technique coupled to a GC-MS. Nine samples of monovarietal
chocolates were evaluated for the profile of volatile compounds. After extraction of the
compounds, the volatile fractions were analyzed by gas chromatography and mass
spectrometry and the substances were tentatively identified. The results were submitted
to multivariate statistical tests. Seventy-seven volatile compounds, characterized by nine
chemical classes such as carboxylic acids, alcohols, aldehydes, ketones, esters,
hydrocarbons, pyrazines and terpenes have been tentatively identified. Principal
component analysis (PCA) explained 65.70% of the total variance observed. Samples
PH16, SR1162, TSH1188 and Para-parazinho were characterized by the esters;
CEPEC2002 by aldehydes, amides and alcohols; PS1319 by the influence of
hydrocarbons, ketones, terpenes and pyrazines negatively. The pyrazines were the third
largest class of volatiles found. Among the pyrazines tentatively identified in this work,
2,3-dimethylpyrazine; trimethylpyrazine; 2-acetyl-3,5-dimethylpyrazine and
tetramethylpyrazine were found in all samples evaluated. PCA and hierarchical grouping
analysis (HCA) allowed to determine the differences and similarities of the chocolates in
function of the profile of volatile compounds. In this study it was possible to observe that
the quality of the chocolate varies according to the genetic origin of cocoa that was used

in its processing.

Keywords: Multivariate analysis, flavor, pyrazines, key odorants.
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1. INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao L.) € uma cultura comercial de grande
importancia devido ao valor de suas améndoas e por ser a matéria-prima chave para a
fabricacdo de chocolate (KRAHMER et al., 2015; HO, ZHAO & FLEET, 2015). O fruto
varia de tamanho, forma, cor externa e aparéncia dependendo da variedade. Essas
caracteristicas costumam ser utilizados na classificagdo do cacau. Com a ocorréncia da
vassoura de bruxa (Moniliophtora perniciosa) nas plantacdes de cacau da Bahia, houve
um grande declinio na producgédo, surgindo entdo a necessidade de cultivar variedades
resistes a doenca e com maior produtividade (KONGOR el at., 2016).

O chocolate varietal € produzido com améndoas de cacau oriundas de
regibes geograficas e populagdes (cultivares) especificas (LUNA et al., 2002). O sabor e
aroma de chocolate sdo Unicos e exclusivo, obtido apenas de améndoas fermentadas,
secas e torradas, ndo podendo ser sintetizado artificialmente. A variedade do fruto
determina a composicdo quimica, especificamente o contelddo de proteinas,
carboidratos e polifendis, que ir4 indicar as quantidades e os tipos de precursores
formados durante os processos de fermentacdo e secagem que levam a formacao de
sabor, influenciando tanto o tipo, como a intensidade (KONGOR et al., 2016).

As etapas mais importantes e responsaveis pela formacdo dos aromas
caracteristicos do cacau sao a fermentacdo, secagem e torracdo onde 0s precursores
desenvolvidos durante a fermentacao interagem para produzir o sabor caracteristico de
chocolate, entre eles estdo os aldeidos e pirazinas, produzidos a partir de aminoacidos e
acucares através da reacdo de Maillard e degradacéo de Strecker (RAMLI et al., 2006;
SACCHETTI et al. 2015).

Ja foram identificados mais de 110 compostos volateis do cacau, como
aldeidos, cetonas, ésteres, alcoois, pirazinas e pirinas. Entre os compostos identificados,
s6 uma parte foi quantificada, devido a grande complexidade e a dificuldadede em
analisar todos os compostos existentes através de uma sO metodologia analitica
(ALMEIDA, 2003; AMSTALDEN et al.; 2001).

Atualmente a técnica mais empregada para analise de volateis por
headspace sdo os métodos modernos, como a microextracdo em fase sélida (SPME)
gue pode ser aplicada com sucesso para a caracterizagcdo do aroma, por que possui alta
sensibilidade, bem como possibilidade de automacédo e reducdo do consumo de
solventes organicos (JELEN et al.; 2012; KAWAGUCHI; NAKAZAWA; TAKATSU, 2013).
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O isolamento ou extragdo dos compostos volateis utilizando a técnica de
HS-SPME, seguido da andlise em sistema de cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) tem sido empregado para caracterizar
adequadamente 0s compostos volateis presentes em diversos alimentos sem
interferéncia dos componentes da matriz (AUGUSTO et al.; 2000; PINO & QUERIS,
2010).

A induastria cacaueira busca a melhoria da qualidade do chocolate
produzido através da analise dos compostos volateis, que conferem sabor e aroma ao
chocolate e afetam a aceitacdo do produto final. Estes compostos que constituem o
sabor caracteristico sao influenciados por véarios fatores como a variedade do fruto,
manejo agrondémico, fatores do solo, condi¢cdes climaticas e a tecnologia pds-colheita.
Desta forma € necessaria a avaliacdo dos compostos quimicos que sao responsaveis
pelas caracteristicas sensoriais do chocolate e permitem determinar a qualidade em
relacdo a variedade e ao meio ambiente (KONGOR et al.,, 2016; BRUNETTO et al.,
2007).

O estudo dos compostos volateis do chocolate € uma area bem
estabelecida, com aplicac6es no processo de torra e na diferenciacdo entre espécies
botanicas e origem geografica. Este estudo teve como obijetivo identificar o perfil de
compostos volateis em chocolates monovarietais produzidos a partir de diferentes
cultivares de cacau (Theobroma cacao L.) utilizando a técnica de HS-SPME acoplado a
um GC-MS.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material
Para o estudo, foram avaliadas nove amostras de chocolates monovarietais

contendo 70% de sélidos de cacau, produzidos a partir de diferentes cultivares de cacau,
denominadas PH16, SR162, TSH1188, Cepec 2002, CCN51, Para-parazinho (Para),
Ipiranga | (Ipi.l), BN34 e PS1319. Essas cultivares de cacau foram utilizados para a
elaboracdo dos chocolates por possuirem caracteristicas proprias das regides
cacaueiras onde foram cultivadas.

O chocolate foi produzido na em uma fabrica de chocolates localizada em
llhéus, Regido Sul da Bahia. A formulacdo do chocolate 70%, provenientes das

variedades de cacau em estudo, foi realizada utilizando: massa de cacau (66%), aclucar
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(29,60%), manteiga de cacau (4,0%) e lecitina (0,4%). As analises foram realizadas em

triplicata e os resultados expressos pela média da triplicata e seu desvio padréo.

2.21solamento dos compostos volateis

Foi utilizada uma fibra de 50/30 pm revestida com fase tripla
PDMS/CAR/DVB (Supelco, Bellefonte, PA, EUA Ref. 57328-U/ Lot. P343350)
devidamente condicionada antes do uso, segundo as recomendacdes do fabricante de
acordo com Ducki et al. (2008). Os volateis foram extraidos sob as seguintes condi¢des:
2 g da amostra foram acondicionada em tubo vial para headspace (40 mL) e selados
imediatamente com septos de silicone para que a composicdo dos compostos
permanecesse inalterada. Os tubos foram mantidos em banho-maria a temperatura
constante de 60 °C. Tempo de equilibrio de 20 minutos, a fibra foi exposta ao headspace
durante 40 minutos. Apds a amostragem, foi feita a dessorcéo da fibra no modo splitless
durante 5 minutos, a temperatura de injecdo de 250 °C (revestimento SPME com um

didametro interno de 0.75 mm).

2.3 Condi¢cbes cromatograficas GC-MS
As analises foram conduzidas em um sistema Agilent Technologies 7820A
acoplado com um detector de massas (GC-MS). Foi utilizada uma coluna capilar DB-
Wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O forno foi condicionado a uma temperatura inicial de
50 °C por 1 min., aumentando 3 °C min™, até atingir até 240 °C, permanecendo por 5
minutos. O gas de arraste foi o hélio a 1 mL min™. O detector de massas operou com
energia de ionizagdo 70 e-V, temperatura de interface de 230 °C, temperatura do

quadripolo de 150 °C e temperatura de fonte dos ions 230 °C.

2.4Determinacao do indice de retencao linear - IRL
Foi injetada (1 pL) de uma solugéo de hidrocarbonetos alifaticos (C11-Cz6) NO
GC-MS sob as mesmas condi¢cdes descritas no item (2.3) e utilizada para calcular o
indice de retencéo linear (IRL) de cada composto presente na amostra. O IRL de cada
componente foi calculado conforme a Equagéo 1 descrita por Zellner et al., (2008).

th — 1
IRL = 100n +100 R (x) R (cn)
tR (en+1) _tR (cn)
(Ea.1)
Em que:
IRL = indice de retencéo linear;
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n= namero de carbonos;
tr n) = Tempo de retengéo do n-alcano que antecede o analito;
tr v = Tempo de retencdo do analito;

tr cn+1) = Tempo de retencéo do n-alcano que sucede o analito.

2.5ldentificacdo dos compostos
Os compostos volateis foram identificados de forma tentativa utilizando o
programa Data Analysis, onde foi realizada a comparagao dos espectros de massa da
substancia com os espectros da base de dados referéncia do National Institute of
Standards and Technology (NIST), com nivel de similaridade (NS) maior que 750 e com
o0 seu IRL calculado para cada composto, auxiliada pela comparacdo dos IRL dos
compostos nas colunas DB-Wax com aqueles descritos na literatura para colunas de

mesma polaridade e variagcdo maxima de £10.

2.6 Condi¢cbes cromatogréaficas GC-FID

Para a obtencdo das areas dos picos dos compostos volateis, sem a
necessidade de calculos dos fatores de correcbes para as respostas do detector de
massas, as amostras foram injetadas também em um sistema Agilent Technologies
6890N acoplado com um detector de ionizagdo de chama (GC-FID). Foi utilizada uma
coluna capilar DB-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Com temperatura inicial de 50 °C
por 1 min., aumentando 3 °C min™, até atingir até 240 °C por 5 min. A temperatura de
injecdo foi 250 °C, modo splitless. O gas hidrogénio foi utilizado como gas de arraste a
1,0 mL min™. Para os gases de chama, utilizou-se 30 mL min™ para o hidrogénio e a 300
mL min™ para o ar sintético. As injeces foram realizadas em triplicatas. Os compostos

foram semi-quantificados por meio do célculo da relativa (%).

2.7Andlise multivariada dos compostos volateis
A discriminagdo entre as amostras foi realizada pela analise de
componentes principais (PCA) e analise hierarquica de agrupamento (HCA) das areas
cromatograficas absolutas dos compostos individuais identificados, obtidas por HS-
SPME-GC-MS. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa

estatistico Minitab v.17.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Perfil de compostos volateis em chocolates monovarietais
A Figura 1 exibe o perfil cromatografico dos compostos volateis presentes

em uma das amostras.

o U»\J U ﬂhhm,ﬁlhmjk s —

5 .d 0 10 .0015 .0020 .0025 .0030 .00325 .0040 .00435 .0050.005%5 .0060 .006 5 .00

Figura 1 — Perfil cromatogréfico do HS-SPME do chocolate monovarietal PH16 por GC-
MS em coluna DB-WAX.
Com a técnica de HS-SPME foram obtidos cromatogramas com 268 picos,

em média, e selecionados aqueles com boa resolucdo cromatografica e que
apresentaram espectros de massas passiveis de analise. Conforme Arruda et al., (2011)
as informacdes excedentes foram considerados ruidos analiticos, sendo associados a
compostos presentes em baixas concentracdes, cuja inclusdo pode acarretar em erros
de interpretacao.

A identificacdo tentativa dos compostos foi realizada comparando seus
espectros de massa com a Biblioteca NIST (NS minima de 75%), seguidos de seu indice
de retencéo linear (IRL). Os compostos tentativamente identificados (T1) s&o descritos na
Tabela 1, seguidos de suas areas relativas.

Um total de setenta e sete compostos foram Tl nas diferentes amostras de
chocolates monovarietais, agrupados em nove classes quimicas principais, como alcoois
(18), ésteres (16), pirazinas (12), cetonas (11), aldeidos (4),amidas (4), acidos
carboxilicos (4), hidrocarbonetos (4) e terpenos (4) com maior predominancia de alcoois,
ésteres, pirazinas e cetonas. Vinte e um compostos foram Tl apenas pela biblioteca do
espectro de massas, devido a impossibilidade de comparar o IRL calculado com o IRL

citado pela literatura.
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Tabela 1 — Compostos volateis tentativamente
massas e pelo indice de retencéo linear

identificados no headspace das amostras de chocolates monovarietais por espectometria de

No° COMPOSTOS Match IRL- IRL- t, SR16 TSH1188 CEPEC BN34 PH16 PS1319 PARA CCN51 IPI.1
PICO NS Lit Cal 2
AR% AR% AR% AR% AR% AR% AR% AR% AR%
ACIDOS
CARBOXILICOS
28 Acido acético® 981 1425 1423 16,0 47,2 38,6 34,3 50,9 47,5 64,5 53,0 56,4 55,4
64 Acido 2-metilpropanoico® 905 1571 1572 21,7 Nd 31 Nd Nd Nd Nd Nd 0,1 0,2
67 Acido 3-metilbutanéico® 917 1680 1673 25,5 4,1 0,1 0,6 0,3 0,2 0,8 2,8 1,9 2,1
ALCOOIS
31 2-Heptanol® 936 1321 1326 12,3 Nd 0,2 Nd Nd Nd 0,3 Nd 0,2 0,6
65 1-Hexanol, 2-etil-? 887 1499 1494 18,8 Nd Nd Nd 0,5 Nd 0,2 0,3 Nd Nd
50 2-Nonanol® 869 1530 1526 20,1 Nd Nd Nd Nd Nd 0,8 Nd 0,5 0,5
43 2,3-Butanodiol,[S-(R*,R*)]* 943 1581 1583 20,83 0,3 0,3 1,8 2,2 2,2 0,5 1,8 0,2 1,1
52 1,2-Propanodiol® 909 1600 1594 22,6 0,5 Nd 3,4 2,1 0,2 Nd Nd Nd Nd
69 2-Furametanol® 864 1661 1661 25,1 0,4 Nd 0,3 0,2 0,4 1,0 3,8 0,9 0,6
108 Linalool 3,7-oxide, trans-" 901 ne 1764 28,9 Nd 0,3 Nd 0,2 Nd Nd 0,4 Nd Nd
118 2-Metoxifenol® 850 1859 1852 32,0 0,4 0,2 0,2 0,1 0,5 Nd Nd Nd Nd
125 2-Feniletanol® 936 1903 1905 33,8 0,2 1,1 0,6 0,3 0,2 0,1 1,2 3,1 0,3
145 Etanol,2-fenoxi- 911 2130 2132 41,1 0,2 Nd 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2
ALDEIDOS
°]0] Benzenoacetaldeido® 893 ne 1918 34,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,8 0,5 0,1 0,1
93 1H-pirrole-2-carboxaldeido® 856 2014 2013 37,3 0,2 1,2 0,3 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
98 5-Metil-2-fenil-2-hexenal® 892 2060 2064 38,9 0,4 Nd 0,1 Nd Nd 0,9 0,2 0,1 0,2
AMIDAS
104 Acetamida® 850 1764 1763 28,8 0,2 Nd 7,4 0,2 3,3 0,3 0,2 0,7 0,2
95 2-Pirrolidinona® 947 2020 2024 37,7 0,1 0,2 1,1 0,2 0,3 0,4 0,2 0,4 0,1
100 Aminomaleimida® 862 ne 2130 41,0 0,1 0,4 0,7 0,3 0,2 Nd Nd Nd Nd

CETONAS
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27
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48
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Etanona,1-(1H-pirrol-2-il)?
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Metil benzenoacetato®
Acido benzenoacético,
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953
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44 2-Etil-3,5-dimetilpirazina® 876 1464 1464 17,4 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd 0,2 Nd
36 Tetrametilpirazina® 936 1483 1477 18,2 13,3 16,9 14,6 10,2 11,9 7,4 12,3 4,7 13,5
47 2-Metil-3-5-dimetilpirazina® 856 1497 1493 18,7 3,1 0,2 Nd Nd Nd Nd Nd 0,2 0,2
40 2,3,5-Trimetil-6-etilpirazin® 878 1519 1514 19,5 11 0,2 0,2 0,2 Nd 0,3 0,5 Nd 0,5
TERPENOS
15 D-Limoneno® 935 1198 1196 7,89 0,1 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1 0,3 0,3 0,3
46 Linalool® 874 1549 1552 21,0 0,1 0,6 Nd 0,6 0,3 3,9 0,3 1,6 0,1
19 B-Mirceno® 858 1152 1158 6,87 Nd Nd Nd Nd Nd 0,1 Nd 0,4 0,4

*Areas relativa dos picos, obtidas por GC-FID, usando coluna DB-WAX. Resultados apresentados como médias das triplicatas.
4Compostos volateis tentativamente identificados por espectrometria de massas e indice de retencao linear;

bCompostos volateis tentativamente identificados por espectrometria de massas;

IRL-Lit= indice de retencdo linear da literarura obtidos em colunas DB-WAX.

IRL-cal=indice de retencao linear calculado obtidos em coluna DB-WAX.

A= diferencga entre os indices de retengao da literartura e calculado: IRL;; — IRLca.

ne= IRL.,. ndo comparado com IRLj.

- = ndo detectado.
AR(%)= area relativa percentual.
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Comparando os compostos Tl nesse estudo com as classificacbes de odor da
literatura (Tabela 1 — Cap. 1), € possivel observar que o sabor das amostras de chocolates
avaliadas, possuem diversos constituintes com odor frutado e floral. No grupo das
pirazinas, de acordo com a literatura, a percepcédo sensorial esta associada a chocolate
doce, nozes e nozes torradas.

Entre os &cidos carboxilicos, o acido propandico foi detectado apenas na
amostra CEPEC2002 e segundo Rodriguez-Campos et al. (2011) confere odor
indesejavel ao chocolate, relacionado a pungéncia e rancidez. O acido acético e o acido
3-metil-butandico foram Tl em todas as amostras analisadas. Conforme reportado por
Sampaio et al. (2011) esses compostos conferem notas negativas de aroma, relacionadas
a um odor repulsivo, de vinagre, fedida e amargo.

Com relacédo aos alcoois encontrados, o alcool benzilico foi Tl nas amostras
SR162, CEPEC2002, BN34, PS1319 e Para-parazinho. Counet et al. (2002) ao avaliar o
perfil de compostos volateis por GC-O em chocolates escuros, associou esse composto a
um sabor floral, balsamico e de rosas. E até 0 momento de sua pesquisa, esse composto
teria sido descrito apenas em chocolate ao leite. Outros alcoois também sao responsaveis
pela producdo de odor com notas desejaveis, como o alcool feniletilico (floral); 2-nonanol
(notas frutadas e laranja citrica); 1-Hexanol, 2-etil (citrus, floral e doce) e 2,3-Butanodiol
(frutado) esses compostos foram encontrados em algumas amostras e sdo apontados na
literatura como sendo compostos desejaveis para produtos de cacau de alta qualidade
(DUCKI et al.,, 2008; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2011; KIM et al., 2001; ORUNA-
CONCHA et al., 2002). O 2-Metoxifenol foi encontrado nas amostras SR162, TSH1188,
CEPEC2002, BN34 e PH16. Segundo Rodriguez-Campos et al. (2011) esse composto
confere odor repulsivo e indesejavel.

Dos aldeidos encontrados, o benzenoacetaldeido foi TI em todas amostras
avaliadas. Frauendorfer e Schieberle (2008) observaram que esse composto € formado a
partir da ocorréncia da degradacdo de Strecker e esta associada ao sabor frutado.
Aldeidos estédo frequentemente relacionados a degradacdo de lipidios e de acordo com
sua concentracdo, introduzem notas agradaveis (florais e frutadas) ou desagradaveis a
matriz (BRYANT & MCCLUNG, 2011).

Da classe das cetonas, a 2-Heptanona; 2-Nonanona; 4-hidroxi-2-butanona;
Acetofenona e Etanona,l1-(1H-pirrol-2-il) foram Tl. Esses compostos tém sido associados
a notas frutadas, doce, baunilha, caramelo, nozes, aveld e chocolate torrado (PINO et al.,
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2005; COUNET et al., 2002). A acetoina foi encontrada em todas as amostras, exceto na
BN34. Esse composto confere notas indesejaveis ao chocolate, relacionadas ao um odor
de manteiga rancosa (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2011). Menezes et al. (2016) ao
avaliar o perfil de volateis em chocolates monovarietais contendo 70% de solidos de
cacau, produzidos na regido de llhéus, identificou a acetoina em todas as amostras, e
verificou a produgcdo dessa a partir dos precursores piruvato e butanodiol durante a
fermentacdo alcodlica. A acetoina também € precursora da tetrametilpirazina um dos
compostos de maior importancia para o sabor do chocolate (RODRIGUEZ-CAMPOS et
al., 2011). De acordo com Serra-Bonvehi (2005), altas concentracdes de cetonas sdo
favoraveis para a obtencdo de cacau de qualidade, apresentando notas frutadas e florais.
Esses compostos, também foram relatados por outros autores como sendo, 0s principais
identificados em polpa e graos de cacau fermentados (HO et al., 2014).

Os principais ésteres foram 1-butanol-3-metil-acetato (notas frutadas, doce e
banana madura) encontrado em todas as amostras, exceto CEPEC2002 e PS1319; Metil
benzenoacetato (améndoas torradas) também encontrado em todas as amostras, exceto
PS1319 e Para-parazinho; 1,2-Propanodiol,1-acetato (floral) encontrado apenas no
SR162, TSH1188, CEPEC2002 e PH16; Acido acético,2-feniletilico-éster (cereais
torrados) Tl em todas as amostras. Estes compostos sdo importantes constituintes do
perfil volatil de muitas frutas (FUHRMANN & GROSCH, 2002; JATI & SARI, 2011). Os
ésteres estdo correlacionados com notas de sabor frutado formados através da sintese
microbiana e de grande importancia no sabor do chocolate, além de ser considerado
como o segundo grupo mais importante de compostos volateis apos as pirazinas (JINAP
et al., 1998). A producdo de éster pode ser correlacionada com o metabolismo da
levedura durante o processo de fermentacéo, que produz os principais aromas de cacau,
com notas de sabor floral, frutado e mel (FRAUENDORFER & SCHIEBERLE, 2008).

Na classe dos hidrocarbonetos, foram TI 1,3-dimetilbenzeno; estireno;
benzociclobuteno e 1,2,5-trimetilbenzeno. Esses compostos exibem notas florais, balsamo
e doce (JATI & SARI, 2011).

Os compostos heterociclicos nitrogenados também derivados da reacdo de
Maillard, como as pirazinas, conferem o0s melhores atributos sensoriais e aroma
caracteristico ao chocolate e foram a terceira classe de volateis majoritarios encontradas.
Dentre as pirazinas Tl nesse trabalho, a 2,3-dimetilpirazina; trimetilpirazina; 2-acetil-3,5-

dimetilpirazina e tetrametilpirazina foram encontradas em todas as amostras avaliadas. A
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tetrametilpirazina é a pirazina mais abundante nas amostras estudadas. Ela é responséavel
por atribuir aroma doce e forte, e pode representar um indice util para a avaliacdo da
qualidade do produto e do processo (PEREGO et al., 2004). Menezes et al. (2016)
identificaram cinco pirazinas em todas as amostras de chocolates monovarietais: 2,3,5-
trimetilpirazina; 2,3,5,6-tetrametilpirazina; 2-metilpirazina exceto para (CEPEC2004); 2,3-
dimetilpirazina e 2,5-dimetil-3-etilpirazina (apenas na variedade CEPEC2004). A
tetrametilpirazina e a trimetilpirazina sdo as pirazinas mais importantes e exibem notas de
cacau, frutadas e de nozes (RAMLI et al., 2006 ). Rodriguez-Campos et al. (2011)
identificaram trés pirazinas em amostras de cacau fermentadas e torradas
(tetrametilpirazina, trimetilpirazina e 2,3-dimetilpirazina). Esses autores relataram que a
tetrametilpirazina constitui cerca de 90% das pirazinas totais. No presente estudo a 2-etil-
3,5-dimetilpirazina foi encontrada apenas na amostra CCN51, esse composto de acordo
com Afoakwa (2012) exibe notas indesejaveis para o sabor, relacionadas com queimado e
terra.

Também foram encontrados terpenos como D-limoneno com notas citricas,
laranja e doce; B-mirceno notas amadeiradas e de cenoura; trans--ocimene notas florais
e de erva doce e linalool com odor floral, citrico, erva doce e madeirado (CHOI, 2003). O
linalool tem grande impacto no aroma do chocolate e € encontrado em concentracao

maior em cacau do tipo fino, contribuindo com aroma floral (LIMA, 2012).

3.2Analise multivariada

A Figura 2 ilustra os resultados de escores dos primeiros componentes

principais, PC1 e PC2, que explicaram respectivamente 46,10% e 19,60% e

demonstraram a variancia armazenada em cada componente principal expressa pelos

autovalores da matriz padronizada. Verificou-se no presente estudo que os dois

componentes principais em conjunto explicaram 65,70% da varidncia total observada

entre as amostras. As amostras estao localizadas nas mesmas dire¢cdes dos vetores que
as caracterizam e que descreveram com maior intensidade suas caracteristicas.

As amostras PH16, SR1162, TSH1188 e Para-parazinho foram caracterizadas

pelos ésteres; CEPEC2002 por aldeidos, amidas e alcoois; PS1319 por influéncia dos

hidrocarbonetos, cetonas, terpenos e pirazinas.
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A Figura 2 apresenta os resultados da analise de componentes principais

(PCA) nas amostras de chocolates monovarietais.

2 Esteres Amostas

BN34
CCN51
CEPEC
IPLI
PARA

,/ Pirazinas PH16
- / PS1319
SR162
TSH1188

[
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vhonas

e d

Acidos

o

Cetonas'eTPeNg

Segundo Componente 19,6%

4 3 2 1 0 1 2 3 4
Primeiro Componente 46,10%

Figura 2 — Score e carga fatorial da andlise de componentes principais dos compostos
volateis em chocolates monovarietais

Na Figura 3 € apresentado o dendograma de similaridade obtido a partir da
HCA para diferentes amostras de chocolates monovarietais, de acordo com as
caracteristicas consideradas, quanto menor a distancia entre dois locais, mais similares

eles serdo. Dessa forma, verifica-se a formagé&o de trés grupos distintos.
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@©
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66,67
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SR162 TSH1188 BN34 PH16 CCN51  PS1319 PARA IPLI CEPEC
Figura 3 - Analise de agrupamento hierarquico das amostras de chocolates

monovarietais quanto ao perfil de compostos volateis

As amostras SR162, BN34, PH16, TSH1188 e CCN51 sao mais similares entre

si. Assim como PS1319, Para-parazinho e Ipiranga |. Ja o chocolate da variedade
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CEPEC2002 foi a ultima a se agrupar, quando comparada com as demais, provavelmente
devido as diferencas quanto as varidveis que compbem a fracdo volatil da amostra.
Virgens et al. (2018) ao avaliar os atributos sensoriais de chocolates monovarietais com
70% de sélidos de cacau, produzidos na regido Sul da Bahia, encontrou similaridade entre
as amostras SR162 e BN34; e PH16 e TSH1188. Ja o chocolate da variedade
CEPEC2002 apresentou caracteristicas sensoriais intermediarias entre as outras
amostras. No presente estudo, foi possivel observar que as amostras SR162 e BN34
possuem baixa similaridade, quando agrupadas pelos constituintes de sua fracao volatil.

A fim de verificar o impacto dos compostos volateis para o sabor, foi também
realizada a PCA e HCA nas amostras para cada uma das diferentes classes quimicas.

A Figura 4 ilustra os resultados de scores dos primeiros componentes
principais, PC1 e PC2 sob influéncia dos ésteres. Verificou-se que os dois componentes

principais em conjunto explicaram 60,50% da variancia total observada entre as amostras.

Amostras
BN34
CCN51
CEPEC
IPLI
PARA

0 PH16
PS1319
SR162
TSH1188

vhréne

e 4

Segundo Componente 22,9

2 1 0 1 2 3 4 5
Primeiro Componente 37,6%

Figura 4 — Score da andlise de componentes principais dos chocolates sob influéncia dos
ésteres

As amostras CEPEC2002 e BN34 tiveram sua variancia explicada pelos
ésteres ftalato de diisubutilo e metil benzenoacetato. J& SR162 teve maior influéncia do
acido decandico, éster metilico e 2,3-butanodiol diacetato. Os ésteres texanol; &cido
acético 2-feniletilico éster e 1-butanol,3-metil-acetato explicaram a separacdo das
amostras CCN51, Ipiranga |, PS1319, Para-parazinho e TSH1188. Os ésteres sao

formados através de reacdes enziméticas entre acidos e alcoois correspondentes.
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Na Figura 5 é apresentado o dendograma de similaridade obtido a partir da
HCA. Verifica-se que a analise hierarquica apresentou quatro grupos distintos, em funcéo

da similaridade pela influéncia dos ésteres.

-% 32,99
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66,49
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SR162 TSH1188 IPLI CEPEC PS1319 PARA BN34 CCN51 PH16
Figura 5 - Analise de agrupamento hierarquico das amostras de chocolates

monovarietais quanto a influéncia dos ésteres

As PCA e HCA nao foram efetivas para a discriminagdo das amostras em
funcdo dos &lcoois, levado em consideragcdo a grande quantidade de variaveis nao-
correlacionadas a ser avaliada. Com relacéo as pirazinas, aldeidos, terpenos e amidas, as
amostras possuem caracteristicas similares, ndo apresentando diferencas pronunciadas
no grafico de scores. A Figura 6 ilustra os resultados de scores dos primeiros
componentes principais, PC1 e PC2 na discriminacdo das amostras em fungdo das
cetonas. Verificou-se que os dois componentes principais em conjunto explicaram 60,6%

da variancia total observada entre as amostras.
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Figura 6 — Score da analise de componentes principais dos chocolates sob influéncia das

cetonas
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As amostras TSH1188, BN34 e PH16 tiveram sua variancia explicada pela
acetofenona e furaneol de forma inversa. A CCN51 e PS1319 tiveram maior influéncia da
acetoina; etanona,l-(1H-pirrol-2-il) e 2-nonanona. As cetonas 4-hidroxi-2-butanona e 2-
acetoxi-3-butanona explicaram a discriminacdo da amostra SR162. As amostras Para-
parazinho e Ipiranga | tiveram sua separagéo influenciada pela acetofenona e furaneol.

Na Figura 7 é apresentado o dendograma de similaridade obtido a partir da
HCA. Verifica-se que a analise hierarquica apresentou trés grupos distintos, em funcao da

similaridade pela influéncia dos ésteres.

0,00

33,33

Similaridade

66,67

1 =

SR162 CEPEC TSH1188 PH16 BN34 PARA PS1319  CCN51 IPLI

Figura 7 - Analise de agrupamento hierarquico das amostras de chocolates
monovarietais quanto a influéncia das cetonas

A Figura 8 ilustra os resultados de escores dos primeiros componentes
principais, PC1 e PC2, sob influéncia dos acidos carboxilicos. Verificou-se que os dois
componentes principais em conjunto explicaram 79,60% da variancia total observada

entre as amostras.
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Figura 8 — Score da analise de componentes principais dos chocolates sob influéncia dos
acidos carboxilicos
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A amostra CEPEC2002 foi discriminada sob influéncia do acido propandico.
Ja as amostras Para-parazinho, Ipiranga I, CCN51 e PS1319 foram influenciados pelo
acido butandico, 3-metil e acido acético. TSH1188 teve sua variancia explicada pelo acido
2-metil-propandico. A SR162 e PH16 foram explicadas de forma inversa pelo acido
butanoico,3-metil de forma.

Na Figura 9 é apresentado o dendograma de similaridade obtido a partir da
HCA. Verifica-se que a analise hierarquica apresentou trés grupos distintos, em funcao da

similaridade pela influéncia dos acidos carboxilicos.
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Figura 9 - Analise de agrupamento hierarquico das amostras de chocolates

monovarietais quanto a influéncia dos acidos carboxilicos

4. CONCLUSAO

A técnica de HS-SPME-CG-MS € uma ferramenta eficiente para a
caracterizagdo da natureza complexa dos chocolates monovarietais. Foi possivel
identificar de forma tentativa o perfil de compostos volateis nas amostras analisadas.
Sendo caracterizada por uma grande variedade de compostos volateis pertencentes a
diferentes classes quimicas, como: ésteres, alcoois, pirazinas e cetonas.

A andlise de componentes principais (PCA) e hierarquica de agrupamento
(HCA) permitiu determinar as diferencas e similaridades dos chocolates em funcdo do
perfil de compostos volateis. A trimetilpirazina e tetrametilpirazina foram Tl nesse estudo,
e foram as pirazinas marjoritarias, encontradas em todas as amostras. Essas pirazinas
conferem notas de cacau, frutadas e de nozes atribuindo caracteristicas sensoriais
desejaveis para o sabor dos chocolates. Com base no perfil volatil a amostra SR162 se
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destaca por possuir maior presenca de pirazinas. Ja as amostras PS1319 e CCN51
apresentam maior teor de acido acético quando comparadas com as demais. Por conta
disso, pode-se dizer que a amostra SR162 possui um perfil aromatico mais desejavel. Os
resultados encontrados nesse estudo sugerem que a qualidade do chocolate varia de
acordo com a origem genética de cacau que foi utilizado em seu processamento,
portanto, diferentes caracteristicas sensoriais e quimicas serdo transferidas para o

produto final.
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APENDICE A — Curvas TG e DTG dos chocolates monovarietais
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APENDICE B — Cromatogramas dos compostos volateis dos chocolates por CG-MS

n »
© s U0 N 0N
° ° )

o N ® o
n
N
o

Now s @
©o0oo0o0ooo0o0o0 o0 R

oo o0oo0ooo0oo0 o0 o0
oo o0ooo0o0o0 o0

BN34

F R NN WO ARG DO NND® OO
@ o nowowomwmomowo @ o @ o w
© 0000000000 O0OCOOGOOOO R
© o oo0co0oo0oo0co0oo0o0o0o0o0000o0o0 O

CCN51

PN W NG

PR PR
.

o

I

o
+

PN O N O O N O O
O 0o o o o o o o o
© 0 0 0o o o o o o
©O 0 0o o 0o 0o 0 o o
O 0o o o o o o o o

SR162

1.3e
1.2e
1.1e

1e
9000
8 000
7000
6 000
5000
4000
3000
2000
1000

)
n
=
w
[ —
(]

+

© o o0oo0oo0ooo0 oo

+

© 00 0000O0O0OOO©OOOOOO O O

0O 0O 0O 0O O O O o o

© 000 000O0O0O0O0O0O0OOOOOOO0 O O O

© 00 0000O0OOOOOOOOGOO O O

0O 0O 0O O o o o o o o o o o
O 0 0O 0 0O 0O 0 0o O N N N N

~

©o o o0o0ooo0o0 o0 o0~

© 0000 000O0OOOOOOOOO O O N

O 0O O 0o OO o oo 0o 00 0 o0 o

O 0o o o o o o o o

NN N NN

~

T ic 2913BN 1T eeste7.D \data.ms
bk o L —
5°d0 10 . 0015 .0020.0025.0030.0035.0040.0045.0050.0055.0060.00675 .00
T ic 051 2CCN 1teste.D \data.m s
U, : ‘ ‘ : U“ bk} et e
5 010 . 0015 .0020.0025.0030.0035.0040.0045.0050.0055.0060.0065 .00
TIC 0512S R 1teste.D \data.ms

M.MA]\ mL.MJx J

L
o]

T
5.0

L s MJ\IA i

MJLMAM

A. Uln‘

T T T T T T T T T T
10.0015.0020.0025.0030.0035.0040.0045.0050.0055.0060.0065.00

TIC: 0512P S 1l1lteste.D\data.ms

;MAA,\JL j L

sl Lo sl

5.0010.0015.0020.0025.0030.0035.0040.0045.0050.0055.0060.0065.00

85



TIC: 06 12I1IP ara2teste.D \data.ms

1.4e+ 07
1.3 e+ 07 4
1.2e + 07
1.1e + 07 4
1 e+ 07 4
9 000O0O0O0 4
8000000 1
7 000O0O0O0 4
6000000 ]
5000000 1
4 000O0O0O0 4
3000000
20000O0O0 4
1 0000O00O0 mm
"Lu“m At Lpsndse it i JL il

T T T T T T T T T T
5.00 10.0015.0020.0025.0030.0035.0040.0045.0050.0055.0060.0065 .00

Para-Parazinho

T IC: 0O7 12 Ipiranga3teste.D \data.ms

1.5e+07
1.4e+07 ]
1.3e+07 ]
1.2e+07 ]
1.1e+07 ]
i1e+07 1
9000000 ]
8000000 4
7000000 |
6000000 ]
5000000 ]
4000000 §
3000000
2000000 |
1000000 ] ,\ML
bl L WMAM‘ T T RO S |

T T Y T T T T T
5.00 10.0015.0020.0025.0030.0035.0040.0045.0050.0055.0060.00605 .00

Ipiranga |

Tic i 2ei2c epecT este 3.0 %data.ms
bl Y Ll Ll .

5 d o6 10 0015 .0020 0025 0030 . 00355 . 0040 .0o0405 0050 .00535 006 0 006 5 0 0

CEPEC2002

TIC: 2913TSHI1Teste5.D\data.ms

[ N N NN

)
+
0 0 0 0 N N N N N N N N N N

o
o ©o o o +
0O 0 0O 0o 0O 0o 0o 0o oo o o o

m
O 0O O O r N A O O NN MO O
o
+

o 0 o ©o

ITKLL J\‘AA“MJ\MANJ ‘ mﬂm‘ml‘ A JL o )\ | —

T T f T T T T
5.00 10.0015.0020.0025.0030.0035.0040.0045.0050.0055.0060.0065.00

TSH1188
86



