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RESUMO

A producéo do cacau (Theobroma cacao L.) esta relacionada ao aproveitamento das sementes
para a producgéo de chocolate e de seus derivados, sendo um dos principais componentes das
economias de muitos paises, incluindo o Brasil. O cacau no Brasil, foi incialmente cultivado na
Bahia, um dos principais produtores nacionais ate os dias atuais. A producdo baiana se mostrou
muito prospera até o surgimento do fungo Moniliophthora perniciosa nas plantacdes.
Iniciativas junto ao governo nacional e produtores locais foram fundamentais para o
melhoramento das espécies e retomada no mercado. A qualidade final superior de grdos de
cacau e chocolate sdo influenciadas por fatores como variedade do cacaueiro, sua origem, idade,
além de fatores controlaveis como as etapas de colheita, fermentacdo, secagem e torrefagéo.
Municipios do sul do estado da Bahia buscam juntos, o titulo de Denominacao de Origem a sua
producdo de cacau, caracterizando o produto local como unico, agregando valor a este. O estudo
visa a determinacdo da fracdo volatil de 19 exemplares de nibs torrefados de cacau, oriundos
de 10 municipios da Bahia, referentes ao ano de 2017, colhidas no periodo de safra principal e
entressafra. Resultados apresentados sob forma de ACP (analises de componentes principais) e
AHA (andlise hierarquica de agrupamento) mostram que fatores extrinsecos como a localizacdo
e periodo de safra influenciaram na composicao volatil dos graos. O ACP foi utilizado o método
de covariancia e a centralizacdo dos dados, para uma melhor distribuicdo no plano cartesiano,
enquanto o AHA se fez uso da relacéo de similaridade, com a formacéo de 3 grupos distintos.
Todas as amostras apresentaram a presenca da tetrametilpirazina, do acido acético e do alcool
feniletilico. Foram identificados 53 compostos volateis nas amostras de cacau, pirazinas (12),
alcoois (5), fendis (2) aldeidos (8), cetonas (4), acidos (2), ésteres (10), nitrilas e piridinas (2),
furanos, furanonas, piranos e pironas (6) e terpenos e terpendides (2), com predominancia das
pirazinas, acidos, ésteres e aldeidos.

Palavras-chave: Compostos volateis. Bahia. Cacau. Nibs.



ABSTRACT

The production of cocoa (Theobroma cacao L.) is related to the use of seeds for the production
of chocolate and its derivatives, being one of the main components of the economies of many
countries, including Brazil. Cocoa in Brazil was initially cultivated in Bahia, one of the main
national producers until the present day. The production in Bahia proved to be very prosperous
until the emergence of the fungus Moniliophthora perniciosa in the plantations. Initiatives with
the national government and local producers were fundamental for the improvement of species
and resumed the market. The superior final quality of cocoa beans and chocolate are influenced
by factors such as the variety of the cocoa tree, its origin, age, as well as controllable factors
such as the stages of harvest, fermentation, drying and roasting. Municipalities in the south of
Bahia together seek the title of Denomination of Origin for their cocoa production,
characterizing the local product as unique, adding value to it. The study aims to determine the
volatile fraction of 19 specimens of roasted cocoa nibs, from 10 municipalities in Bahia, for the
year 2017, harvested during the main and off-season period. Results presented in the form of
PCA (principal component analysis) and HCA (hierarchical cluster analysis) show that extrinsic
factors such as the location and harvest period influence the volatile composition of the grains.
The PCA was used the covariance method and the centralization of the data, for a better
distribution in the Cartesian plane, while the HCA used the similarity relationship, with the
formation of 3 distinct cluster. All samples showed the presence of tetramethylpyrazine, acetic
acid and phenylethyl alcohol. 53 volatile compounds were identified in the samples of cocoa,
pyrazines (12), alcohols (5), phenols (2) aldehydes (8), ketones (4), acids (2), esters (10), nitriles
and pyridines (2), furans, furanones, pirans and pyrones (6) and terpenes and terpenoids (2),
with a predominance of pyrazines, acids, esters and aldehydes.

Keywords: Volatile compounds. Bahia. Cocoa. Nibs.
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Capitulo 1

Determinacao de compostos volateis presentes nos nibs de cacau oriundos do Sul da Bahia:
foco na producéo de chocolates finos e selo de denominacéo de origem
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1 INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao L.) € um dos produtos agricolas de exportacdo mais importantes
do mundo e constitui uma das commodities econdmicas de alguns paises da Africa Ocidental,
como a Costa do Marfim e Gana (AFOAKWA et al., 2013). O Brasil se encontra na sétima
colocacdo mundial no ranking de producéo do cacau (ICCO, 2019), e em primeiro lugar como
produtor das Ameéricas (FAO, 2013).

O cacaueiro é originario das cabaceiras do Rio Amazonas, e foi introduzido no Brasil pela
Bahia no ano de 1746, com grdos da variedade Amenolado, vindos da regido amazonica e
plantados no municipio de Canavieiras nas margens do rio Pardo (SANTOS et al., 2015). Até
meados da década de 1980 o Brasil era considerado um dos principais produtores mundiais
cacaueiros, quando uma doenca chamada vassoura-de-bruxa (causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa), atacou os cacaueiros, destruindo as plantaces existentes
(MOREIRA et al., 2018).

Os grdos de cacau séo processados principalmente para a producdo de chocolate e seus
subprodutos como o liquor de cacau, a manteiga de cacau, o bolo de cacau e pé de cacau cru, e
servem como ingredientes para a producao de sorvetes, bolos, biscoitos e até mesmo como base
para produtos cosméticos. O cacaueiro pode ainda ter como produtos a polpa do cacau, além de

ser utilizado como ingrediente na producdo de conhaques e vinhos (AFOAKWA et al., 2013).

Os compostos de sabor nos gréos de cacau sdo formados na etapa de torrefacdo a partir de
precursores de sabor gerados durante os processos de fermentacdo e secagem, e sao
influenciados por diversos fatores, como: tipo de cacau (gendétipo), composicdo do gréo,
condicBes do solo, idade do cacaueiro, tratamentos pés-colheita (fermentacdo e secagem) e,
pelo processamento do cacau, incluindo torrefacdo e armazenamento, e o transporte dos graos
(AFOAKWA et al., 2013; TRAN et al., 2015). O controle dos processos nas etapas de
fermentacdo e torrefacdo sdo essenciais para a obtencdo de nibs de qualidade superior
(FRAUENDORFER; SCHIEBERLE, 2008).

Os compostos volateis presentes nos gréos de cacau sdo responsaveis pelas propriedades
organolépticas, como os aromas e sabores. E estéo relacionados a presencga de compostos como
as pirazinas (aroma caracteristico de chocolate), aldeidos (aroma de cacau, nozes), ésteres

(aromas frutados) e éacidos carboxilicos (aromas adstringentes), responsaveis pela
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caracterizagdo dos aromas presentes no cacau e no chocolate (CAMBRAI et al., 2010;
ROTTIERS et al., 2019).

Considerando que o cacau, assim como, o chocolate, tratam-se de matrizes complexas, com
a identificacdo de cerca de 400-600 compostos volateis detectados, o uso de metodologias
robustas e precisas sdo necessarias. Segundo estudos, a cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa, se mostra eficiente na detec¢do dos compostos volateis presentes nas
ameéndoas cruas, nos nibs de cacau e no proprio chocolate (RODRIGUEZ-CAMPOS et al.,
2012; TRAN et al., 2015; ROTTIERS et al., 2019).

O objetivo do estudo foi a determinacdo da fracdo volatil presente nos nibs torrefados de
cacau, em diferentes periodos de colheita nos municipios do sul do estado da Bahia, para
verificar a diferenca que tais fatores extrinsecos influenciam na composicao volatil dos graos

de cacau e o0 seu potencial para a producédo de chocolates finos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
v' Determinar o perfil e a quantificacdo volatil dos nibs torrefados de cacau da Regido
Cacaueira do Sul da Bahia, se utilizando da Cromatografia Gasosa acoplada a um Espectro

de Massa e a um Detector de lonizagéo de chamas.

2.2 Objetivos especificos
v Determinar as diferencas dos compostos volateis, presenca e quantificacdo, em relacao
aos diferentes municipios de origem das amostras;
v" Determinar a influéncia do periodo de colheita (safra e entressafra) na composicao
volatil dos nibs;
v Determinar a influéncia aromética de cada composto volatil presente na amostra;
v Determinar o potencial para a producdo de cacau fino e para a obtencdo do selo de

Denominacdo de Origem para o estado da Bahia.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1Historico do Cacau

O fruto cacau é originario das Américas. Segundo Vinhaes, (2001), o cacau remonta desde
1500 a.C., sendo utilizado em principio pela civilizacdo Olmeca, seguida pelos Maias, Toltecas
e Astecas. O cacau além de ser considerado como uma riqueza, tinha funcéo religiosa para
varias civilizagdes. Os maias acreditavam, que a bebida que se obtinha torrando e moendo as
sementes, seria nutritiva até apds a morte. Os astecas tinham como certo, que uma taca de cacau
eliminava a fadiga e estimulava a qualidade psiquica e mental e era um instrumento para a
sobrevivéncia e a transcendéncia. Em relagdo a origem, diversos mitos rodeiam o surgimento
do cacaueiro. Uma das lendas remete a uma princesa, a qual guardava o tesouro de seu esposo,
0s inimigos quiseram que ela o entregasse, mas como a princesa se manteve fiel, eles a mataram
e de seu sangue nasceu 0 cacau, que tinha como caracteristicas avermelhado como o sangue,
forte como sua virtude e amargo como o sofrimento passado pela princesa. Outro mito ainda
relata que o deus asteca Quetzalcéatl, com o intuito de agradar aos homens, roubou sementes
da “arvore sagrada”, que deu origem aos cacaueiros, € em contrapartida o deus foi severamente

punido (ROCHA, 2008; CEPLAC, 2016).

Desde 200 d.C. h registros historicos nas regides do México e América Central de nobres
e sacerdotes associados ao cacau, estando o fruto em posic¢éo de alto valor, vinculado a nobreza
e a alta sociedade, sendo esta causa a origem da denominagdo “bebida dos deuses”. Era utilizado
como moeda de troca pelos astecas, sendo por vezes mais valioso que o proprio ouro. O
imperador e os seus sacerdotes faziam uso da bebida chocolate de forma diéria, evidenciando

0 poder exercido pelo cacau a toda esta populacdo (NOBEL, 2017).

A disseminacdo do cacau de forma mundial, se deu pelo espanhol Hernando Cortéz, através
da leva de améndoas de cacau para a Europa. Os espanhdis, desenvolveram um procedimento
no qual as améndoas eram moidas, torradas e acrescidas de aglcar e baunilha. Em pouco tempo
as primeiras fabricas de chocolate foram montadas na Espanha, exportando por toda a Europa
a nova iguaria. Em meados do século XVIII a bebida passou a ser apreciada na Italia e Franca,
sucessivamente Alemanha, Inglaterra e Holanda, sendo essa ultima, responsavel pelo
desenvolvimento do procedimento de prensagem e separa¢do da gordura na améndoa,

permitindo a fabricagéo de chocolates em barras, com posterior adi¢do de leite condensado ou
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em pé no ano de 1828, o mesmo processo foi desenvolvido pela Suica 48 anos depois
(PURSEGLOVE, 1968).

Nos ultimos anos, os beneficios do chocolate para nutricdo humana tornaram-se cada vez
mais evidentes. As principais substancias ativas, principalmente os alcaloides: teobromina e
cafeina, sdo conhecidas por seu efeito estimulante. Polifendis presentes em gréos de cacau ou
produtos de chocolate segundo estudos estdo associados a atividade antioxidante, consagrando
0 produto ndo sé pelas caracteristicas aromas e de sabor popularmente associadas, mas também
a beneficios a saude humana (PEDAN et al., 2017).

3.2 Cacau na Bahia

A introducdo do cacau no sul da Bahia ocorreu em 1746 (SANTOS et al., 2015),
através da variedade '‘Comum’' (YOUNG, 2007; AIKPOKPODION et al., 2009). Entre 1874 e
1876 houve a introducdo de novas variedades: Maranhdo e Para (SANTOS et al., 2015), que
sofreram mutacOes esponténeas, resultando em novas caracteristicas como sementes brancas
(VELLO; GARCIA; MAGALHAES, 1972). Entre 1930 e 1940, houve a criagéo seletiva de
variedades baianas, as quais foram realizadas nos campos dos agricultores na Bahia para a
obtencdo de clones mais produtivos, e resultou na série SIC (Instituto de Selecdo do Cacau),
SIAL (Instituto Agronémico de Selecdo do Leste da Bahia) e EEG (Estacdo Experimental de
Selecdo dos Goytacazes) clones em Espirito Santo (MONTEIRO; LOPES; CLEMENT, 2009).

A Era de Ouro da economia brasileira do cacau ocorreu na decada de 1980, onde o
pais chegou a produzir 400 mil toneladas de améndoas secas, a maior produtividade no contexto
mundial naquele periodo (CEPLAC, 2016). Em 1990, com a propagac¢do da doenca vassoura
de bruxa (causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa) entre as plantacdes de cacau na
regido sul do estado da Bahia, houve uma queda acentuada na producédo e produtividade
brasileira, além de alterar negativamente fatores econdmicos e ambientais (MONTEIRO;
LOPES; CLEMENT, 2009).

O cacaueiro acometido pela doenca, tem surgimento de grupamentos de flores
anormais hipertrofiadas que originam frutos deformados, com aspecto de “morango”, que
morrem prematuramente. Os frutos infectados ainda jovens tomam aspecto de “cenoura”,
enguanto os mais desenvolvidos, ao atingirem a fase adulta, exibem manchas negras e rigidas,

denominadas “podriddo negra” (Figura 1 e 2). As vassouras formadas que inicialmente sdo
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verdes, ap6s periodo de 4 a 6 semanas morrem, adquirindo coloragdo castanha escura
(SCARPARI, 2005).

Figura 1 - Corte longitudinal de fruto de cacau infectado pelo fungo Moniliophthora

perniciosa

Fonte: Google.com.br

Figura 2 - (A) Cacaueiro infectado pelo Monilliophtora perniciosa; (B) Cacaueiro ndo
infectado; (C) e (D) Arvores com sintomas da doenga vassoura de bruxa.

Fonte: Meinhardt et al. (2008)

Buscando superar a crise da producdo de cacau causada pela vassoura de bruxa, que
entre os anos de 1986 e 2009 que reduziu em aproximadamente 53% a producéo de gréos de
cacau no Brasil (FAO, 2011), a Cepec (Centro de Pesquisa do Cacau) e a Ceplac (Comité
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Executivo da Agricultura Cacaueira) lagaram um programa de melhoramento genético,
juntamente aos produtores locais, nos quais foram projetadas avaliacbes especificas para
estimar a produtividade e caracteristicas Unicas de plantas de cacau da Bahia (AHNERT;
FERREIRA, 2013) a fim de identificar os melhores clones para uso no programa de
melhoramento genético (SANTOS et al., 2015). Houve a introducdo de novos materiais, além
do desenvolvimento de espécies mais resistentes a doenga vassoura de bruxa, com
caracteristicas fisicas superiores e maior produtividade (EFRAIM et al., 2013).

Outra alternativa tomada por agricultores baianos, foi o investimento no mercado de
chocolate gourmet, em que o cacau fino vale trés vezes o preco do cacau padrédo (LEITE et al.,
2013). A partir do ano de 2019, a Organizagéo Internacional do Cacau- ICCO, classificou o
Brasil como um novato entre os paises produtores de cacau fino com flavor de alcacuz, frutas
secas e especiarias, ressaltando o potencial do pais para producdo de chocolate gourmet
(BRASIL, 2019b).

Algumas outras doengas podem acometer 0 cacaueiro e causar danos a sua cultura,
algumas dessas doencas sdo: moniliase (Moniliophthora perniciosa), podriddo parda
(Phytophthora palmivora), o mal do facdo (Ceratocystis cacaofunesta), morte subita
(Verticillium dahliae), podriddo vermelha (Ganoderma philippii), cancros (Phytophthora) e
morte descendente (insetos além de produzirem toxinas, causam danos a planta, abrindo portas
de entrada para a penetracdo de fungos), todas causadas ou agravadas por fungos. Pragas
também podem ser encontradas e afetar a produtividade do cacaueiro como: monal6nio
(Monalonion bondari), tripes do cacaueiro (Selenothrips rubrocinctus), vaquinha verde
(Percolaspis ornata), vaquinha preta (Taimbezinhia theobromae), broca do cacaueiro
(Xylosandrus morigerus), gorgulho do cacaueiro (Heilipodus clavipes) entre outras como ratos,
acaros e formigas (SODRE, 2017).

3.3 Regido cacaueira

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica- IBGE (1990), realizou a divisao
regional do Brasil em mesorregides e microrregides. A Bahia foi dividida em 7 mesorregides,
as quais foram subdivididas em 32 microrregides. As mesorregides da Bahia sdo: Extremo
Oeste Baiano, Vale S&o-Franciscano da Bahia, Centro Norte Baiano, Nordeste Baiano,
Metropolitana de Salvador, Centro Sul Baiano e Sul Baiano. A regido Cacaueira esta inserida
na mesorregido Sul Baiano, que € composta de trés microrregides: Microrregido de Valenca

(Baixo Sul), com 10 municipios; Microrregido Ilhéus-Itabuna (Cacaueira), com 41 municipios;
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Microrregido de Porto Seguro (Extremo Sul), com 19 municipios, como demonstrado na figura

abaixo.

Figura 3 - Mesorregides da Bahia com destaque para a Mesorregido do Sul Baiano.

e e
S 'er'j \R'\
e
n :j Vala r5_ﬁ_ !ﬁ]l/f_

Sao-Franciscano
L da Bahia {
. |;I"~—J Mordeste -
N Centra Norte Balano
‘ Batano > ’g

= Extremo Oeste )
Baiano

Y
W\ Microrregido
-II. Valenga

~

ey

CENTRO
SUL BAIAND

Micromegido
lIhéus-ltabuna

I _%Jr
S
WH
S
7
T

de Salvador

Baiano

TMW
|
~L
)
/

Micromegido
Porto Seguro

Fonte: IBGE, (2006).

A Mesorregido do Sul Baiano é uma area de clima tropical imido, um subclima do
climatropical, localizada entre os tropicos de Cancer e Capricdrnio. Possui como caracteristica,
médias pluviométricas anuais entre 2000 e 2400 milimetros, com chuvas bem distribuidas
durante todo o ano, sendo o verdo o periodo de maior precipitacdo e agosto o de menor. A
temperatura média anual é de 25°C, no inverno variando de 18°C a 26°C, e no verao de 22°C a
29°C. A vegetacdo predominante € a Mata Atlantica, uma das florestas com maior
biodiversidade com ampla flora e fauna. As arvores desse tipo de vegetacdo, sdo de médio e
grande porte, formando uma mata densa e fechada (CPTEC, 2019).

A conservacao de remanescentes de Mata Atlantica do sudeste da Bahia até o limiar
do terceiro milénio deve-se, quase que exclusivamente, ao método utilizado para o
estabelecimento da cultura do cacau (Theobroma cacao L.) nessa regi&o: a cabruca (LOBAO;
SETENTA; VALLE, 1997). Durante o descobrimento, a Mata Atlantica encontrava-se na costa
litordnea brasileira e no interior do pais, presente em 17 estados: Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito
Santo, Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui,
onde cobria inicialmente 15% de todo o territorio brasileiro. Segundo a Fundacdo SOS Mata
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Atlantica 12,4% ¢ o percentual atual restante da Mata Atlantica. O desmatamento se deu por
processos exploratorios como o do pau-brasil, cana-de-agUcar, café, ouro, além de atividades
como agricultura e agropecudria, exploracdo predatoria de madeira e espécies vegetais,
industrializacdo, além da polui¢éo urbana (BECHARA, 2020).

3.4 Cacau no Brasil

A maior parte do cacau do mundo, é produzido na Africa Ocidental (70%) seguido
pela Asia e Oceania (15,6%) e América Latina (14,1%) (GIACOMETT]I; JOSIC; JOSIC, 2015).
Os principais produtores mundiais de cacau sdo: Costa do Marfim (39%), Gana (14,5%),
Indonésia (14%), Nigéria (6,3%), Equador (5,1%), Camardes (5,0%) e o Brasil (4,6%)
fornecendo 88,4% da produgdo mundial (FAOSTAT, 2020).

A maior parte dos graos de cacau é produzida em pequenas ou médias fazendas, sendo
apenas 30% da producdo de cacau proveniente de agricultura de alta qualidade (BERNAERT
etal., 2012).

Atualmente o Brasil ocupa a posicdo de 7° maior produtor mundial, com suas
exportacGes em torno de 72,5 mil toneladas (FAOSTAT, 2020). Essa producdo se manteve
constante entre os anos de 2014 e 2020, girando em média 80 mil toneladas/ano, no entanto, a
receita gerada frente as importacdes entre os anos de 2019 e 2020 tiveram uma queda em torno
de 2,8% devido a reducdo de consumo associado a crise econdmica mundial e a Covid-19
(ETENE, 2021).

A producdo nacional de cacau atualmente é representada pelos estados do Para e
Bahia, sendo estes detentores de 49% e 45% respectivamente. Os demais estados responsaveis
pela producdo nacional sdo Espirito Santo (4%), Rondénia (2%), Amazonas (1%), Mato Grosso
(0,3%) e Minas Gerais (0,05%) (SEBRAE, 2019).

No ano de 1910, o Brasil liderava o ranking de producdo mundial, com grande expansédo
e crescimento nos segmentos econdmicos e nas atividades de plantagdo do cacau. Porém a partir
de 1930 até 1957 prejuizos assolaram toda a plantacdo cacaueira, devido a doencas, pragas,
falta de rotatividade de culturas e auséncia de adubacdo no solo, levando a um declinio
econémico. O Governo Federal, liderado pelo entdo presidente Juscelino Kubitschek criou a
Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira(CEPLAC), e institui o Decreto nimero
40.987,que dava inicio ao Plano de Recuperagdo Econdmico-Rural da Lavoura Cacaueira.

As primeiras iniciativas da Ceplac foram liderar o plano estabelecido pelo presidente, a

criagdo Centro de Pesquisas do Cacau (Cepec) com o foco em desenvolver tecnologia para
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produgdo e manejo e as Escolas Médias Agropecudrias (Emarcs), voltadas para o
desenvolvimento da educacdo. O objetivo da Ceplac era o melhoramento das condigdes da

lavoura, das formas de colheita, armazenamento, preparo e beneficiamento do fruto.

A partir de 1940, a regido sul da Bahia se encontrava consolidada e sua producdo algava
grandes patamares. Nos anos de 1976 a 1985 foi implementado o Programa de Diretrizes da
Cacauicultura Brasileira (Procacau). Na década de 80, a producéo chegou ao recorde nacional,
atingindo 458,7 mil toneladas, com mais de 655 mil hectares de area colhida, no ano de 1986.
A partir deste ultimo ano, a regido sofreu com os impactos de uma longa crise de precgos devido
a uma superproducdo mundial de cacau. Para agravar a situacdo, em 1989 teve inicio o
alastramento do fungo causador da vassoura de bruxa, acarretamento o declinio econdmico e
uma queda brusca nas produc6es das lavouras de cacau, deixando o Brasil de ser ndo somente
exportador do produto, mas também importador. (GOMES; PIRES, 2015).

Figura 4 - Trajetoria de producédo de cacau na Bahia
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Froducao (mil toneladas)

No ano de 2018, o Brasil importou 62,4 mil toneladas de améndoas de cacau de paises
do continente africano, mais de 90% da importacéo é proveniente de Gana e o restante da Costa
do Marfim. Ainda no ano de 2018, o Brasil comprou mais de 85 mil toneladas de chocolate,
sendo a maior parte proveniente da Suica, e 35,5 mil toneladas de derivados de cacau,
principalmente da Indonésia, Holanda e Costa do Marfim. Ja o volume brasileiro exportado de
améndoas de cacau em 2018 foi de 616 toneladas. Os principais compradores da commodity

brasileira séo Japdo, Franga e Holanda.
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Figura 5 - Producgdo de cacau (em mil toneladas) no Brasil, Bahia e Para no periodo de 1974
a 2019
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Para os anos futuros, tem-se grandes expectativas de crescimento do cultivo de cacau.
A Ceplac, juntamente com os fazendeiros vem investindo em melhoramento principalmente
nos pés-colheita para a producdo de chocolates finos. O estado do Para se mostra com um
crescente aumento, sua participacdo no mercado saltou de 18%, em 2005, para 53% em 2018.
A producdo no ano de 2018 foi em torno de 116 mil toneladas de cacau, em aproximadamente
180 mil hectares, area plantada que equivale a menos da metade da extensdo destinada a colheita
na Bahia, que produziu no mesmo periodo pouco mais de 122 mil toneladas. Dados mostram
(Figura 5), que o0 aumento da producéo de cacau entre os anos de 2005 e 2018, aumentou cerca
de 200%, com uma média de 6 mil toneladas por ano, ainda que a Bahia seja o principal
fornecedor de cacau do Brasil. (BRASIL, 2019b). No ano de 2017, a producdo nacional de
cacau foi liderada pelo estado Para, responsavel por 49% da producéo, enquanto a Bahia detinha
45%, esse resultado foi ocasionado por uma forte seca sofrida pelo estado baiano no ano de
2016 (SEBRAE, 2019).

Com vistas a melhorar a produtividade cacaueira nacional, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) elaborou o Zoneamento Agricola de Risco Climatico
(ZARC), o qual segundo a Portaria de n°® 322, de 6 de novembro de 2019, j& se encontra
aprovado para o estado da Bahia. Tal iniciativa é um importante instrumento para a amenizagédo

dos riscos climaticos as quais buscam evitar que as adversidades climaticas coincidam com as
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fases mais sensiveis da cultura do cacau. Trata-se de uma iniciativa governamental que busca
contribuir para o soerguimento da cacauicultura e ampliacdo da producéo do cacau nas regides
tradicionais da Bahia. (ETENE, 2021).

3.5 Cultivo do Cacaueiro

O cacaueiro, arvore de baixa estatura, chegando a atingir de 4 a 12 metros de altura, possui
folhas largas e pertence a ordem dos Malvares, familia Sterculiaceae, género Theobroma,
espécie Theobroma cacao L., Unica utilizada comercialmente para a producdo de chocolate
(OETERRER; REGITANO- D’ARCE; SPOTO, 2006). A planta do cacau chega a produzir 125
mil pequenas flores brancas e rosa- purpura por ano, e cada uma dessas produz 14 mil gréos de
polen e até 74 dvulos. A coloracdo e os aromas presentes nas flores hermafroditas, sdo meios
de atrair os polinizadores, sendo o0s principais, 0s insetos ceratopogonideos, do género
Forcipomyia sp. Um dos principais impulsores da floracdo nos cacaueiros é a precipitacdo, a
presenca de chuva estimula a brotacéo das flores. E também facilmente propagado através da
grande producdo de sementes por frutos, de técnicas de enxertia e brotamento (com mais de
90% de sucesso) e por estacas enraizadas. A cultura de tecidos também é bem-sucedida para a
proliferacdo do cacaueiro, particularmente para clones especificos (LOPES et al., 2011,
TOLEDO-HERNANDEZ; WANGER; TSCHARNTKE, 2017; BRANCO et al., 2018).

Para o cultivo do cacau, se faz necessario seguir uma série de requisitos importantes, pois é
umas das floras mais exigentes em termos de producédo. O cacaueiro para seu desenvolvimento
necessita de umidade presente no solo e no ar, obtido através de altos indices pluviométricos
durante todo o0 ano. As temperaturas médias anuais devem se encontrar entre 25°C e 27°C, ndo
suportando temperaturas inferiores a 15°C e umidade relativa do ar, em média entre 85- 88%.

O sistema de cultivo do cacau é através da cabruca, onde a arvore do cacau cresce a
sombra de outras, se fazendo necessario uma mata auxiliar que recubra toda a plantacéo,
preservando a floresta nativa local. A folhagem da mata auxiliar, juntamente com as do
cacaueiro recobrem todo o solo, agindo como principio organico que fortalece a flora. Além
disso, a densa folhagem evita a répida evaporagcdo das aguas das chuvas e atua como uma
barreira contra a eroséo e o arraste do material organico que aduba o solo. As folhas permitem
que o solo permaneca rico de matéria organico e umido, por tempo prolongado (SANTOS,
1953).
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Durante a producédo do cacaueiro, a muda permanece por aproximadamente um ano no
viveiro, com o surgimento das primeiras bagas a partir do terceiro ano de vida, e atinge o0 auge
de sua produtividade aos oito-nove anos, com expectativa media de producdo até os 35. A
colheita do cacau pode ocorrer durante todo o ano, porém a safra comercial brasileira ocorre
em dois periodos, de outubro a janeiro, a safra principal e a secundaria ou entressafra, de maio
a agosto (temporéo) (DI MATTIA et al., 2014).

Os frutos do cacau sdo compostos por casca, polpa, sementes e placenta, como
demonstrado pela Figura 6, possuem peso medio de 500 gramas, sendo a casca correspondente
ao percentual de 75%. Tém formato oval alongado, com cerca de 25 cm de comprimento e 10
cm de didmetro, e levam de cinco a sete meses para amadurecerem. A casca possui a funcéo de
proteger as sementes, onde se encontra o embrido, responsavel pela germinacao e disseminacao

da espécie.

Figura 6 - Corte transversal em fruto do cacau

Casca
Polpa
Placenta

Semente

Fonte: Ramoa Junior, (2011)

As sementes ou améndoas, sdo formadas pelo mesocarpo, endocarpo, espermoderma,
endosperma e cotilédones, onde as quatro primeiras camadas constituem a testa ou tegumento
da semente, e a Gltima, os cotilédones, regido que fica envolta da testa e representa a parte util
da semente na fabricacdo de chocolate e de manteiga de cacau (Figura 7). As sementes sdo
envolvidas por uma polpa mucilaginosa branca e doce, formada por 80% de agua e 15% de
monossacarideos, como glicose, frutose e sacarose, medindo cerca de 2 cm de comprimento e
1 cm de largura, estando presente em cada fruto cerca de 20 a 50 améndoas (OETTERER,;
REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006).


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224416301868#bib27
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Figura 7 - Corte transversal em semente de cacau in natura.
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Fonte: Ramoa Junior (2011)

A composicéo centesimal do cacau ndo fermentado, é constituida 32-39% por agua, 30-
32% por lipidios, 10-15% por proteinas, 5-6% por polifendis, 4-6% por amido, 4-6% por
pentosanas, 2-3% por celulose, 2-3% por sacarose, 1-2% por teobromina, 1% de acidos
organicos e 1% de cafeina (KONGOR et al., 2016). Durante a etapa de fermentacéo e posterior
secagem dos grdos de cacau, varias reacbes ocorrem, resultando em uma reducdo do teor de
agua, mudancas do nivel de pH e alteracdes significativas na composicdo de lipidios,
carboidratos, polifendis e proteinas (SALTINI; AKKERMAN; FROSCH, 2013).

3.6 VVariedades do Cacau

Os cultivares de cacau comumente reconhecidos sdo o Forastero da subespécie
sphaeorocarpum e o Criollo com subespécie cacao. As cultivares exibem diferencas na
aparéncia de vagens, rendimentos de améndoas, caracteristicas de sabor e resisténcia a pragas
e a doencas. O hibrido entre essas duas espécies é a variedade Trinatario (AFOAKWA et al.,
2011).

A variedade Criollo, dettm como caracteristicas, as améndoas da mais alta qualidade
sensorial, no entanto, as suas arvores possuem rendimentos inferiores, quando comparadas as
demais, e sdo mais suscetiveis a pragas e doengas. Por esse motivo, sua producdo representa
apenas 3% da quantidade total de cacau no mundo. A variedade Forastero € caracterizada por
sabores e aromas fortes e muito acidos, € o mais utilizado na producéo de chocolate, por ser
menos dispendioso. Representa 80% da produgdo mundial total devido seus maiores:
rendimentos e resiliéncia as doencas. Por fim, a variedade Trinitario é uma espécie hibrida,

com caracteristicas intermediarias entre Criollo e Forastero. Os compostos envolvidos no


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/polyphenol
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/theobromine
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/organic-acid
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/organic-acid
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618304539#b0060
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618304539#b0125
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aroma de chocolate variam de acordo com a variedade de cacau: &cidos volateis, terpenos e
ndo-terpenos, alcoois, aldeidos (especialmente nonanal) e ésteres sdo detectados em maiores
quantidades nas améndoas da variedade Criollo, que é mais rico e com refinado perfil aromatico
(QIN et al., 2016).

Figura 8 - As variedades de cacau: Criollo e a semente oval (A), Forastero e a semente
achatada (B), e o Trinitario (C).

Fonte: Souza (2010).

O cacau Criollo tem como caracteristicas os cotilédones brancos. Os seus grdos sao
grandes e arredondados e quando maduros apresentam coloracdo amarela ou avermelhada. O
Forastero apresenta os graos pequenos e planos, com cotilédones da coloracédo violeta, casca
dura e superficie quase lisa. O amelonado, subvariedade mais conhecida do tipo Forastero, se
caracteriza por ter o formato semelhante ao do meléo, e é encontrado no Brasil, na Bacia do
Orinoco e nas Guianas. Essa variedade de cacau, é marcada por sabores fortes, maior teor
lipidico e é classificada como cacau a granel, basico, ordinario ou bulk. Utilizado para a
producdo de cacau em po, manteiga de cacau e massa de cacau (JAHURUL et al., 2013). Possui
frutos com cerca de 25 cm de comprimento e 10cm de didmetro, cada fruto contém entre 30 e
50 sementes que sdo envolvidas por uma mucilagem denominada de polpa, com coloracéo
branca a levemente rosada, sabor doce e acido. Nos frutos maduros, a placenta se encontra solta
entre as sementes (EFRAIM, 2004).

Tabela 1 - Descricao das caracteristicas das variedades, Criollo, Forastero e Trinitario.

Parametros Criollo Forastero Trinitario
Casca
Textura Mole Dura Geralmente dura
Cor Por vezes vermelhas Variavel Variavel
Semente

N° médio/fruto 20- 30 30 ou mais 30 ou mais

Cor dos cotilédones Branco, marfim ou Violeta pélido a Variavel, raramente
violeta muito palido carregado ocorre sementes

Variedades

Selecdo Mexicana —
RIM, Selecéo
Guatemala -SGU,

Selecdo Venezuelana —

Chuao, Choroni,
Ocumare

Fonte: Adaptado a partir de Batalha, (2009).

Para, Parazinho,
Comum, Maranhéo,
Alto Amazonicos
MatacGes da
Variedade Comum,
Catongo e Almeida

brancas
Imperial College
Selection- ICS-
Trindad, Sele¢édo
United Fruit — UF —
Costa Rica
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Por fim a Trinitario, € um hibrido das variedades Criollo e Forastero, caracterizada por
um maior rendimento e menos suscetivel a doencas quando compara a Criollo. Possui
caracteristicas de aromas e sabores de alta qualidade, com sementes de coloracéo variando de
branca a violeta-palida (JAHURUL, et al., 2013).

No entanto, € importante ressaltar que, Motamayor et al. (2008), em estudo sobre o
mapeamento genético e geografico de diversos tipos de cacaueiros, propdem uma nova
classificacdo com dez grandes grupos: Mararion, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana,
Amelonado, Purus, Nacional e Guiana. Segundo os autores essa nova classificacdo reflete com
maior precisao a diversidade genética disponivel para os agricultores, ao invés da classificacdo
tradicional, pois apresentam caracteristicas mais proximas a realidade e reforcam a origem do
cacaueiro as margens do Amazonas. O estudo ainda mostrou que o0s genotipos cultivados no
estado da Bahia, assim como no Rio Pard, Costa Rica e Gana, fazem parte do cultivar
Amenolado.

3.7 Etapas de transformacéo das améndoas em nibs de cacau

Durante a cadeia produtiva do cacau, hd diversas transformacgdes. As etapas que
descrevem as transformacdes das sementes do cacau até o estagio de nibs estdo descritas na
Figura 9 e sdo: a colheita onde a semente se encontra envolta por polpa e o fruto conserva-se
integro, a fermentacdo, etapa marcada por reacfes enzimaticas, pela separacdo da polpa, e
precursores de sabores e aromas, a etapa da secagem e sua reagdes quimicas, com reducdo de
umidade e mudancgas de cor, e por fim a torrefacdo, onde a reacdo de Maillard é evidenciada

pela formacdo adequada das cores, sabores e aromas especificos do chocolate.

Figura 9 - Etapas de transformacéo das sementes de cacau até o nibs.

‘ Colheita |

-

‘ Fermentacio |

-

| Secagermm |

-

| Torretacao ‘

Fonte: Autora
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Colheita

A colheita do cacau ocorre de forma manual nas fazendas produtoras. Os frutos
maduros, 0s quais apresentam uma coloracéo variando de amarelada para um vermelho intenso,
a depender da variedade, s&o colhidos através de poddes, que efetuam o corte no pedunculo do
cacau. Os frutos colhidos, sdo descascados, atraves de cortes longitudinais efetuados por facGes
pelos manipuladores, com destreza e cuidado para ndo danificar as sementes (OETERRER,;
REGITANO- D’ARCE; SPOTO, 2006).

Fermentacéo

Em sequéncia, as améndoas sdo levadas para o processo de fermentacdo natural que
ocorre em cochos de madeira recobertos por folhas de bananeira, para evitar a dissipacédo do
calor e o ressecamento excessivo da camada superficial (OETERRER; REGITANO- D’ARCE;
SPOTO, 2006). O processo fermentativo dura em média de 5 a 7 dias, a depender da variedade
e das condi¢des do cacau, e € umas das principais etapas da pds- colheita. A fermentacéo
espontanea é desenvolvida pela presenca de microrganismos provindos das maos dos
manipuladores, assim como seus utensilios de corte como os facGes, dos cochos 0s quais as
sementes sao mantidas e do préprio ambiente onde encontram-se armazenadas (RODRIGUEZ-
CAMPOS et al., 2012).

A etapa de fermentacdo tem como consequéncia diversas alteracfes fisico-quimicas e
enzimaticas no fruto resultando no aumento do pH (3,5- 5), mudancas na colora¢cdo, aumento
de temperatura (reacdo exotérmica), formacdo de compostos volateis, proteodlises e
decomposicdo de polissacarideos (CALIGIANI et al., 2014). No cacau, a fermentacdo ocorre
em trés etapas distintas. A primeira etapa, ocorre nas primeiras 24h e em temperatura de 25°C
a 45°C, se refere ao crescimento de leveduras que pertencem principalmente
a familia Saccharomycetaceae , incluindo
a Hanseniaspora , Saccharomyces , Kluyveromyces e Pichia (DUJON; LOUIS, 2017), esses
géneros, produzem etanol e séo favorecidos pela maior concentracdo de glicose e &cido citrico,
estdo presentes nos frutos maduros, e atuam sob a baixa disponibilidade de oxigénio
(fermentacdo anaerdbia). Essas espécies de leveduras produzem compostos como o dioxido de
carbono, os acidos organicos (acido acético e succinico) e o glicerol (PAPALEXANDRATOU
et al., 2013). As leveduras também estdo envolvidas na degradacdo da pectina encontrada na

polpa de cacau e na producéo de um grande nimero de precursores de compostos aromaticos,
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como alcoois e ésteres superiores, que contribuem significativamente para o desenvolvimento
do perfil de aroma de chocolate (HO; ZHAO; FLEET, 2014). Nessa etapa, a degradacdo da
pectina gera um excesso de exsudado, o qual é drenado através de brechas intencionais
localizadas no fundo dos cochos de madeira (VASQUEZ et al., 2019).

A segunda etapa é caracterizada pelo aumento da concentracdo de &cido latico, pela
presenca do género Lactobacillus, e a diminuicdo da presenca de leveduras, reduzidas a uma
fase estacionaria devido as altas concentracGes de alcool produzidas pelas mesmas. Ha a
metabolizacdo dos carboidratos disponiveis, do &cido citrico e a reducdo da frutose em manitol,
tal processo ocorre de 24-48h na temperatura de 25°C a 45°C. Alguns volateis comecam a ser
formados como o diacetil, acetoina e o 2,3- butanodiol, e hd um leve aumento do pH do meio
(PAPALEXANDRATOU et al., 2013). A presenca de acido lactico ndo é favoravel para a
qualidade do cacau, o seu teor é gerado durante a fermentacdo e permanece no chocolate apos
0 processamento, produzindo um chocolate com sabor indesejavel (RODRIGUEZ-CAMPOS,
2012).

A Ultima etapa que ocorre na presenca de oxigénio, a partir das 48h até o fim do processo
fermentativo, variando de 42°C a 52°C, é caracterizada pela presenca do &cido acético e da
acetoina, proveniente da oxidacdo simultanea do etanol produzido pelas leveduras na primeira
fase e a conversdo do acido latico da segunda etapa. Os microrganismos dos géneros
Acetobacter e Gluconobacter sdo os predominantes no meio. Em sequéncia o acido acético
pode ser superoxidado em diéxido de carbono e dgua. O aumento da temperatura, a diminuicéo
do pH de 6,5 para 4,8 e a penetracao de acido acético e etanol no grdo de cacau sdo a causa da
morte do embrido, transformando a semente em améndoa (LEFEBER et al., 2012). O acido
acético em alta concentracdo pode ser prejudicial para a qualidade dos produtos de cacau
(RODRIGUEZ-CAMPOS, 2012).

Durante a etapa de fermentacdo, as transformacdes bioquimicas de hidrélises
enzimaticas, tem como produto peptideos com uma ampla gama de pesos moleculares,
aminoacidos e acucares redutores que agem como substratos necessarios para as reacoes de
Maillard, que sdo necessarias para o pleno desenvolvimento de aromas e sabores durante a
secagem e torrefacdo do gréo de cacau (D'SOUZA et al., 2018). O sabor adstringente € reduzido
pela formagéo de complexos sollveis entre polifendis e proteinas, tornando os taninos presentes
insolUveis. Essa reacdo evita o surgimento do sabor desagradavel que seria produzido se as
proteinas inalteradas fossem submetidas & acdo de temperaturas elevadas durante a torrefacéo
(OETERRER; REGITANO- D’ARCE; SPOTO, 2006).
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Aculey et al. (2010) relataram que a fermentacao do cacau por menos de 24h apresentou
altas concentragdes de compostos volateis, como 2-metilpropanal, 2,3-butanodiona, 2-pentanol,
acetato de metila, 2-heptanona, 2-pentilpropanoato, 1-pentanol, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal,
tetra-hidro-2-metilfurano, 2-metil-1-propanol e acetato de etilo. Em contrapartida, a
fermentacdo do cacau por mais de 72h apresentou altas concentra¢bes de acido propibnico,
Oxido de linalol, acetoina, &cido 2-metilpropidnico, 1-hidroxi-2-propanona, acido 3-
metilbutanoico, acido acético, acetato de 2-feniletila, 2,3,5,6-tetrametilpirazina, acetato de 2-

pentilo, benzaldeido, trimetilpirazina, benzeno, etanol, acetato de 3-metilbutilo e linalol.

Figura 10 - Classificacdo da semente quanto ao grau de fermentacdo: in natura (a); mal

fermentada (b); parcialmente fermentada (c); bem fermentada (d).

(b)
4

(d)

Fonte: Ram6a Junior, (2011)

O tempo de fermentacdo também infere de forma direta na coloracdo dos gréos de cacau,
tal caracteristica esta relacionada ao teor inicial de polifendis e ao escurecimento enzimatico
catalisado pela enzima polifenoloxidade (PFO). Gréos totalmente fermentados possuem
coloracdo marrom, os mal fermentados a cor de ardosia (cinza escuro), e possuem como perfil
um sabor acido e muito adstringente. Os grdos sub-fermentados se apresentam em tons
violaceos e produzem um chocolate com sabor amargo e aspero, e os fermentados por tempo
superior a 8 dias, os graos adquirem coloracdo castanho-escuro e um odor desagradavel de
amonia ou de material em putrefacdo, por conta da decomposicdo proteica excessiva
(CALIGIANI et al., 2014). Os graos com pH em torno de 4,75 a 5,19, um pH mais baixo, s&o
consideradas améndoas bem fermentadas (RODRIGUEZ- CAMPOS et al., 2012). Os
chocolates feitos de gréos de cacau com pH alto (5,5-5,8) e pH mais baixo (4,75-5,19) foram

avaliados sensorialmente, com notas mais baixas de chocolate e notas mais altas de descritores
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fora do sabor. O chocolate fabricado com pH intermediério (5,20-5,49) foram avaliados com
notas mais altas de sabor chocolate. As variagcOes de coloragdo nas améndoas provocadas pelos
diferentes tempos de fermentacdo, podem ser visualizadas através do teste de corte (Figura 10)
(RODRIGUEZ- CAMPOS et al., 2011).

Secagem

A etapa sequencial apds a fermentagdo, é a secagem, onde as améndoas serdo secas até
se encontrarem com umidade inferior a 8% (AFOAKWA et al., 2008). A secagem desenvolve
0 sabor e da continuidade aos processos de escurecimento, com reducdo dos teores de
adstringéncia, amargor e acidez. A etapa da secagem, ndo deve ser realizada de maneira lenta
ou malconduzida para evitar o crescimento de fungos que, quando presentes, conferem sabor
desagradavel ao produto final. Para evitar tais problemas, sdo necessarios revolvimentos
constantes para facilitar a entrada de oxigénio na massa (EFRAIM, 2004). Muitas das reacoes
bioquimicas iniciadas na fermentacdo continuam nesta etapa (OETERRER; REGITANO-
D’ARCE; SPOTO, 2006).

A temperatura da secagem é fundamental na qualidade final das améndoas. A faixa ideal
vai 35 a 40 °C, pois trata-se da temperatura 6tima para a acdo das enzimas. O uso de
temperaturas mais baixas ou mais elevadas, leva a perda na qualidade, pois as enzimas agem
mais lentamente ou séo destruidas, respectivamente. Além disso, a secagem deve durar o tempo
necessario para que ocorra a acdo enzimatica, periodo entre 4 e 5 dias, e deve ser revolvida
constantemente, para ocorrer a aeracao, necessaria para atuacdo das enzimas (OETERRER,;
REGITANO- D’ARCE; SPOTO, 2006).

Um fator importante é a velocidade de saida de agua durante o processo de secagem.
Uma secagem répida leva a perda de umidade na superficie da améndoa, permanecendo com
seu interior umido, desvalorizando o produto, e ocasionando o aparecimento de fungos internos
(manchas brancas), durante o periodo de armazenamento. Apenas 3% de améndoas
contaminadas ja proporcionam sabor desagradavel ao liquor ou massa de cacau, impossivel de
ser eliminado em processos posteriores. Além do mais, pode vim a intercorrer o endurecimento
com eventual ruptura da testa. A secagem excessiva, leva ainda a perda de peso das sementes,
tornando-as quebradicas, e com condic¢des desfavoraveis para a atuacdo das enzimas (EFRAIM
et al., 2006).

O processo de secagem, pode ser realizado de forma artificial, com uso de temperaturas

variando de 40°C a 60°C em escala laboratorial, e em escala industrial a alturas mais elevadas,
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todavia elevadas temperaturas na taxa de secagem, produz efeitos negativos na qualidade do
sabor. Outra forma de secagem € a natural, com o uso da luz solar, sendo este 0 método mais
utilizado (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). Garcia-Alamilla et al. (2007), constataram
que o cacau seco artificialmente apresentava maior acidez que o cacau seco ao sol, e que a
reducdo do teor de &cidos graxos volateis em artificiais foi menor do que a secagem ao sol. A
secagem natural é considerada o melhor método para obtencdo do maximo desenvolvimento
dos sabores. No entanto, este método tem desvantagens devido aos seus longos periodos e aos
trabalhos necessarios, produzindo um cacau com qualidade heterogénea durante o periodo
chuvoso. Os teores de alcoois, ésteres e pirazinas aumentam durante o processo de secagem ao
sol, ao passo que os teores de cidos, aldeidos e cetonas diminuem (RODRIGUEZ- CAMPOS
etal., 2012).

No Brasil a secagem ocorre de forma natural ao sol, com o uso de barcacas, que se
referem a construgdes tipicas constituidas por um lastro de madeira erguido sobre pilares de
alvenaria, e uma cobertura que desliza sobre trilhos. A cobertura, geralmente é feita de chapas
de aluminio corrugado ou de zinco, € recolhida para expor as améndoas ao sol e, quando
fechada, protege contra chuva, sereno e calor excessivo. As améndoas sdo espalhadas sobre o
lastro da barcaca em uma camada uniforme com cerca de 5 cm de espessura. Esse método
guando comparado a secagem artificial, € muito menos oneroso, o que fez a sua facil
disseminacdo pelas fazendas produtoras, além disso o clima local, favorece tal pratica
(OETERRER; REGITANO- D’ARCE; SPOTO, 2006).

Torrefagéo

Na torrefacdo, sdo utilizadas temperaturas entre 120°C e 150°C, e apds esse processo a
améndoa se classifica como nibs. Altas temperaturas de torrefacdo promovem uma série de
reacOes complexas de Maillard, resultando na conversdo de aminoacidos livres e na reducao de
acucares em aldeidos, pirazinas e alcoois superiores que influenciam diretamente no
desenvolvimento dos sabores do cacau (APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016). A reacédo
de Maillard, é a principal responsavel pela formagdo do flavour dos grdos de cacau e é
influenciada pela temperatura, tempo, pH e teor de 4gua das améndoas. Essa rea¢do acontece
em trés etapas. Na primeira ocorre uma condensagdo entre grupos amina provenientes de
aminoacidos livres e um acucar redutor, levando a formacdo de N-glicosilamina, formando
produtos Amadori ou Heyns. Em seguida, a partir de produtos da fragmentacdo do acucar,
ocorre a liberagdo de um grupo amino. Por fim, desencadeiam-se reacOes de desidratagéo,

fragmentacéo, ciclizacio e polimerizag&o em que grupos amino participam novamente. E nesse
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momento que se inicia a formagéo do flavour por meio da degradagdo de Strecker (VAN
BOEKEL, 2006).

A etapa de torrefacdo é a principal etapa de beneficiamento das améndoas, que antecede
a producao da manteiga de cacau, cacau em pé e o chocolate. Nesse processo ocorre a limpeza
dos gréos secos através do peneiramento, a torra, a quebra das améndoas por trituragdo pelo uso
de moinhos, separacdo do tegumento e do germe, e a classificagdo por tamanho para a
homogeneizacdo dos nibs. De forma industrial todas essas etapas ocorrem no torrefador. Ao
final do processo, os nibs possuem umidade de 2,5% (OETTERER; REGINATO-D’ARCE;
SPOTO, 2006).

As etapas de beneficiamento do cacau seguem, com a prensa hidraulica sobre o liquor,
a qual é retirada a manteiga de cacau. A massa compactada, é seca e triturada, o cacau em po.
Para a producdo do chocolate se faz necessario a juncdo da massa de cacau, leite em pd, agucar
e lecitina de soja, os quais sdo submetidos a etapas de conchagem, refino, mistura, estocagem,
témpera e moldagem. A depender do chocolate desejado alguns ingredientes sao retirados. O
chocolate meio amargo néo € acrescido de leite em p6 em sua formulacéo, o chocolate branco
é isento da massa de cacau, o chocolate diet tem substituido o agucar por sorbitol e xarope de
glicose, a medida que o chocolate ao leite é constituido de massa de cacau, leite em po, agucar
e lecitina de soja.

O chocolate, trata-se de uma iguaria apreciada de forma mundial. O seu consumo estéa
relacionado ao seu sabor agradavel e marcante, mas também as propriedades presentes em tal
alimento. O chocolate € rico em polifendis, substancias geradas no metabolismo secundario das
plantas, que no cacaueiro atuam como um sistema de defesa, permitindo que este se perpetue.
Estudos comprovam que estes compostos quimicos, possuem efeitos benéficos em referéncia a
patologias em acBes anticarcinogénica, antiaterogénica, antitlcera, antitrombdtica,
antinflamatdria, modeladora do sistema imunoldgico, antimicrobiana, vasodilatadora e
analgésica (RUSCONI; CONTI, 2010).

3.8 Cacau Fino

O cacau pode ser classificado em cacau ndo aromatico ou tipo bulk, aquele que segue as
recomendacdes de qualidade, como descritas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento- MAPA, com a Instru¢cdo Normativa n° 38, 2008 (BRASIL, 2008) em relacdo a
aspectos como grau de fermentacéo, defeitos e tipo de améndoa, porém este ndo € apreciado

em relacdo ao seu aroma. O cacau fino é definido como cacau livre de defeitos de aroma que,
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ao mesmo tempo, oferece um perfil aromatico complexo que reflete a experiéncia do produtor
e do terroir (Denominacdo de Origem) ou que esta associado ao ambiente especifico que é
cultivado, fermentado e seco. O cacau fino que atende a esses critérios basicos também pode
oferecer notavel diversidade genética, além de patrimonio histérico e cultural. O cacau de
aroma é definido como cacau praticamente sem defeitos aromaticos ou de sabor
tradicionalmente valorizados em misturas. O aroma de cacau que atende a esses critérios
basicos de qualidade tambem pode oferecer uma diversidade genética notavel, além de um
patrimonio historico e cultural (ESTIVIAL; LAGINESTRA, 2015; BRASIL, 2019a).

A Lei n®9.279, de 14 de maio de 1996, regulamenta a Lei de Propriedade Industrial
(LPI), que por meio da Indicacdo Geografica vem a garantir protecdo a produtos e suas
respectivas regifes produtoras. As principais vertentes da normativa sdo a Indicacdo de
Procedéncia (IP) e a Denominacdo de Origem (DO). A primeira refere-se a caracterizacdo por
valorizar a tradicdo produtiva e pelo reconhecimento publico referente a qualidade e
caracteristicas especificas de determinado produto. N&o se relaciona com a reunido de fatores
locais que integram caracteristicas geoldgicas, fisiografias ou humanas. Somente a notoriedade
do local como grande produtor é levada em consideracdo. Enquanto que a Denominagdo de
Origem, refere-se a localizacdo, que passou a designar produtos ou servicos, cujas qualidades
ou caracteristicas podem ser atribuidas a sua origem geografica. Suas caracteristicas e
qualidades sdo proéprias e exclusivas daquele centro produtor que relne caracteristicas naturais
e humanas encontradas essencialmente naquele meio, diferindo seus produtos dos demais
(INPI, 2019).

No Brasil, apenas o sul do estado da Bahia demarcando 83 municipios, e 0s Municipios
de Linhares no Espirito Santo e de Tomé-Acu no estado do Para, possuem certificado de
Indicagdo de Procedéncia. O sul da Bahia tem trabalhado para obtencdo do selo de
Denominacdo de Origem, produto j& reconhecido internacionalmente pelas suas caracteristicas
(FERREIRA; SANTANA, 2017; INPI, 2019).

A partir do ano de 2004, parcerias se formaram com renomados chocolateiros do
mercado gourmet mundial, além da inser¢do nos mercados de qualidades do cacau com as
certificacGes: organicos e sustentaveis (Fair for Life e Rainforest Alliance) (ESTIVAL;
LAGINESTRA, 2015). No ano de 2010 a La Recherche Agronomique Pour Le Déveleppement-
CIRAD classificou o Brasil como um novato entre 0s paises produtores de cacau fino com
flavor de alcaguz, frutas secas e especiarias (LANAUD; ARGOUT, 2010). Diante do
reconhecimento a qualidade das améndoas de cacau brasileiras, no ano de 2019, a ICCO
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acolheu o Brasil como um exportador exclusivo de améndoas de cacau do tipo fino ou de aroma,
sendo incluso no Anexo C do Acordo Internacional do Cacau, 2010 (BRASIL, 2019a).

Figura 11- Estados brasileiros produtores de cacau tipo fino, bulk, silvestre e organico.
[ - N

Fonte: Santos, Santos, Santos, (2016).

Os estados do Para, Bahia e Espirito Santos, sdo os produtores do cacau tipo fino
nacionalmente (Figura 11), no entanto, outros estados brasileiros vém se destacando pela
producdo de cacau fino, como Ronddnia que teve um lote premiado na categoria varietal, no
concurso em llhéus (TAGUCHI, 2021). O cacau pode ser classificado ainda em orgénico,
sustentavel e silvestre. Para ser certificado como organico, o cacau e seus subprodutos devem
seguir rigorosamente as normas estabelecidas pelas organizacdes certificadoras e no caso das
relagfes comerciais com o mercado exportador, atender a legislacdo de importagcdo em vigor
dos paises compradores. O cacau com certificacdo de sustentabilidade produzido no Brasil tem
como principal destino o abastecimento do mercado europeu. Quase toda a producdo de cacau
sustentavel é exportada para Europa e Japdo (ESTIVAL; LAGINESTRA, 2015). O cacau
silvestre, mais conhecido como cupui, é uma frutifera silvestre da espécie Theobroma
subincanum, pertencente & familia Malvaceae. E nativa do continente Sul Americano, e

encontrada as margens do Amazonas. (FERRAO, 2001).
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Atributos de qualidade dos grdos de cacau, como em outros produtos agricolas,
diferem de uma origem geogréfica para a outra devido as disparidades em condi¢cfes de
producdo, tais como clima, solo, colheita, fermentacéo e variaveis de secagem (ACIERNO et
al., 2016).

Figura 12 - Paises produtores de cacau fino e suas principais caracteristicas.
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Fonte: Santos, Santos, Santos, (2016)

Segundo Barel (2006), os principais produtores mundiais de cacau fino sdo o Equador,
com sua variedade Nacional (30% da producdo do pais) caracterizado por suas notas florais: o
famoso aroma “Arriba”. A Venezuela, das suas oito regides, duas sdo produtores de cacau fino,
Porto Cabello e Sur del Lago, com o cacau tipo Porcelana, cultivar do Criollo, tipico dessa
regido, caracterizado por notas de mel, caramelo e nozes frescas. As llhas do Caribe e 20% da
Republica Dominicana produzem cacaus finos, com aromas de madeira, frutas secas e fumo. A
Republica Dominicana é também caracterizada pela producdo de cacau ndo fermentado,
popularmente conhecido com Sanchez e a producdo de cacau orgénico.

S&o produtores de cacau fino também o Arquipélago de S&o Tomeé e Principe, local
pelo qual o cacau entrou na Africa em 1822, partindo do Brasil. Encontram-se ainda hoje os
“Forasteros Amelonados”, que produzem um aroma sutil de cacau/chocolate. Madagascar, na
Africa, possui uma reputaco por seus cacaus de leve acidez e notas frutais (groselha, framboesa
e cereja). A llha de Java, na Indonésia, é plantado o cultivar Criollo antigo, muito apreciado
por suas notas de caramelo e de especiarias. A Papua — Nova Guiné, predomina o cacau do tipo
Trinitario. Essa regido possui solos vulcéanicos, propicios para a producdo de cacau fino,

semelhantes aos de Java.
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Em relacdo ao cacau bulk, os principais produtores sdo o continente africano,
responsavel por 70% da producdo mundial, destacando-se Costa do Marfim como o maior
produtor e Gana como o melhor bulk. A Asia, onde a Indonésia destaca como principal produtor
e a Ameérica Latina, responsavel pelo bulk dos Estados Unidos, sendo o Brasil o principal
produtor (SANTOS; SANTOS; SANTQOS, 2016).

Barel (2005), evidencia atraves do grafico abaixo (Figura 13), as tendéncias de
consumo do mercado europeu em relagcdo ao consumo do cacau amargo, o que demanda maior
quantidade de cacau fino ou especial. No ano de 1973 esse indice correspondia a 2% do

consumo dos tabletes de chocolate consumidos, ja em 2006, esse valor aumentou 47%.

Figura 13 - Tendéncia europeia de consumo de chocolate de 1973 a 2006
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Tabletes 1573 Tabletes 2006
Fonte: Barel, (2005)

Com a valorizacdo do cacau fino uma outra tendéncia de mercado, € a compra de
pequenas industrias de cacau fino por grandes marcas de chocolate. Como exemplo é
demonstrado na Figura 14, a compra da Cailler (Suica) e Perugina (Italia) pela Nestlé, assim
como da Suchard (Suica) e a Coté d’Or (Belga) pela Kraft, com o intuito das grandes empresas

se inserirem nesse nicho de mercado.
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Figura 14 - Exemplos de consolidacdo do chocolate gourmet
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Fonte: Santos, Santos, Santos (2016).

3.9 Compostos volateis

Os compostos volateis presentes no chocolate sdo responsaveis pelas propriedades
organolépticas, como aroma e sabor. Sabe-se que compostos como pirazinas, aldeidos, ésteres
e compostos fendlicos estdo diretamente relacionadas com os aromas e que podem ser utilizados
para a caracterizacdo do cacau e do chocolate. Segundo Ferreira et al. (2013), ha diferenca
significativa no produto chocolate a depender da localizacdo geogréfica e de sua variedade.
Essas mudancas sdo expressas na composicao das substancias volateis que sdo responsaveis
pelo sabor da améndoa e nas diferencas da relacdo quantitativa de compostos quimicos, como

por exemplo, as metilxantinas e os fenolicos (FERREIRA et al., 2013).

Estudos apontam que além da relacdo geografica e da variedade a qual o cacau
pertence, outros aspectos séo influentes para a caracteriza¢do do cacau em tipo fino. A relacao
do teor teobromina/ cafeina assim como o teor de linalol. Amores et al. (2007) comparou cacau
finos e bulk, observando que todos os finos se encontravam dentro da escala de 2- 6 em relagéo
a taxa de concentracdo de teobromina/ cafeina. J& os exemplares classificados como bulk,
segundo a ICCO, apresentavam valores superiores. Ziegleder (1990) observou que as amostras
de cacau da America do Sul (Equador e Venezuela) e as de Trindade, continham valores
superiores de linalol em relacdo as amostras da Africa Ocidental, Malasia e Gana. O linalol
confere aromas de flores e ché, apreciados no cacau.

Por fim, o cacau ainda pode ser classificado como fino, devido aos aromas e sabores

apresentados, passiveis de deteccdo atraves de analises organolépticas.
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O aroma final presente nos chocolates, esta ligado a trés origens (Figura 15): ao
aroma de constituicdo, presente nas améndoas frescas, ao aroma de fermentacéo, a forma mais
conhecida de todas as origens dos aromas, o tempo de fermentacdo varia de acordo com a
variedade do cacau, trés dias para a variedade Criollo, e de seis a sete dias para 0s Forasteros.
E o terceiro, o aroma térmico, que se desenvolve durante a torrefacdo do cacau no processo de
fabricacdo do chocolate (CROS; JEANJEAN, 1995; BAREL, 2009).

Figura 15 - Os aromas de constitui¢do do chocolate.
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Fonte: Cros, Jeanjean, (1995).

Cerca de 600 volateis ja foram identificados no sabor do cacau (ZIEGLEDER, 2009). A
Tabela 2, abaixo, resume 0s compostos considerados 0s principais contribuintes para o sabor
do cacau, com as classes quimicas dos aldeidos, cetonas, ésteres, alcoois, pirazinas, furanos,
pironas, lactonas, pirroles e pirazinas. Diferentes tipos de cacau podem exibir sabores variados
e especificos, uma vez que a concentracdo e o carater sensorial desses compostos variam
significativamente. Deve ser levado em consideracdo que uma concentracdo alta de
determinado composto volatil ndo significa necessariamente um aroma mais intenso, pois cada
volatil é caracterizado por um valor unico de limiar de odor, determinando a sua contribuicéo

para o caracter total do aroma do grdo (TRAN et al., 2015).

Tabela 2 - Principais compostos volateis no cacau

COMPOSTO QUALIDADE DO ODOR PERCEPCAO
SENSORIAL
ALCOOIS E FENOIS
1-Propanol Doce Chocolate, doce
2-metil-1-butanol Frutado, uva Frutado
2,3-Butanodiol Manteiga de cacau Chocolate doce
2-Pentanol Verde, verde suave Vegetal
1-Hexanol Frutado, verde Frutado, a base de plantas
2-Hexanol Frutado, verde Frutado, a base de plantas
Trans- 3-hexen-1- ol Gramado, verde Vegetal

2-Heptanol Citrus Frutado


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12180&usg=ALkJrhivdezry4Mys9m2qEUwkgk-hM7ezw#crf312180-bib-0132

1-Feniletanol
2;Feni|etano|
Alcool benzilico

2-Fenilacetaldeido
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

2-hidroxi acetofenona
4-metil acetofenona

écido 2-metilpropiénico
Acido 3-fenilpropionico
Acido cindmico

Acetato de etilo
Acetato de isobutil
Acetato de isoamilo
Acetato de benzilo
Acetato de metilfenilo
Acetato de etilfenilo
Acetato de 2-feniletil
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
Laurato de etilo
Benzoato de isoamilo
Salicilato de metila
Cinamato de metilo
Cinamato de etilo

Mel, floral
Mel, floral
Doce, floral

ALDEIDOS E CETONAS

Mel, floral
Chocolate
Floral
Chocolate
Chocolate

Doce
Cacau
Verde
Cacau
Verde
Chocolate, doce, baunilha
Frutado
Frutado, floral
Floral
Floral pesado, herbaceo
Frutado, floral
ACIDOS
Floral
Doce Rosa
Mel, floral
ESTERES
Abacaxi
Frutado
Frutado, banana
Floral, jasmim
Doce, mel, jasmim
Frutado, doce
Mel, floral
Abacaxi
Frutado
Aroma agradavel
Frutado
Frutado
Frutado, maca
Frutado
Frutado, floral
Péra, uva
Frutado, floral
Balsamo, doce
Améndoa amarga
Balsdmico, morango
Doce, tipo canela

AMINAS, AMIDAS, NITRILOS, PURINAS

Benzonitrilo
N- (2-fenetil) formamida

6 - Octenolactona
v - Decalactona

Geraniol

Acetato de geranil

Formato de a - terpenil

Linalol (cis - piranéide)

Linalol (trans-piranoide)

Oxido de linalol (cis - furanéide)
Oxido de linalol (trans-furandide)

Améndoa
Esséncias
LACTONES
Céco
Péssego
TERPENOIDES
Floral, rosa, frutado
Rosa, lavanda
Herbéceo, citrico
Floral, verde
Floral
Noz
Floral, citrico
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Floral
Floral
Floral

Floral
Chocolate doce
Floral
Chocolate doce
Chocolate doce
Chocolate doce
Chocolate doce
Herbal
Chocolate doce
Herbal
Chocolate doce
Frutado
Frutado, floral
Floral
Floral, a base de plantas
Frutado, floral

Floral
Floral
Floral

Frutado
Frutado
Frutado
Floral
Floral
Floral
Floral
Frutado
Frutado
Floral
Frutado
Frutado
Frutado
Frutado
Frutado
Frutado
Frutado, floral
Floral
Noz
Frutado
Chocolate doce

Noz
Floral

Noz
Frutado

Floral, frutado
Floral
Ervas, frutado
Floral, a base de plantas
Floral
Noz
Frutado, floral



FURANOS, FURANONAS, PIRANOS, PIRONAS

2-Furfural
5-metil-2-furfural
Acetato de 2-furfurilo
2-Acetilfurano

2-Acetil-5-metilfurano
Propionato de 2-furfurilo
5- (1-Hidro-etil) -2-furanona

Di-hidro-3-hidroxi-4,4-dimetil-2-furanona
4-Hidroxi - 2,5 - dimetil - 3 - furanona
(furanool)

3-Hidroxi - 2 - metil - 4 - pirona (maltol)
5,6-Di-hidro-6-pentil-2-pirona

Pirrole
2-acetilpirrol
Pirrole - 2 - carboxaldeido

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

Améndoa
Doce, caramelo
Frutado, banana
Doce, balsamico, ligeiramente
café
Noz forte
Picante, floral
Frutas vermelhas, geléia, notas
verdes
Coco

Frutado, morango, aglicar quente

Nozes torradas
Coco
PIRROLES
Noz
Chocolate, avela
Noz
PIRAZINAS
Noz, chocolate, cacau, nozes
torradas
Manteiga de amendoim, noz
mofada
Cacau, nozes enferrujadas
Noz, café, verde
Batata crua e noz
Noz, aveld, cereais
Caramelo, cacau
Cacau, nozes enferrujadas,
amendoim
Chocolate, cacau, café
Doce, doce

Noz
Chocolate doce
Frutado
Chocolate doce

Noz
Floral
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Frutado, a base de plantas

Noz
Frutado, noz

Noz
Noz

Noz
Chocolate doce
Noz

Chocolate doce, noz
Noz

Chocolate doce, noz
Noz, ervas
Noz, herbal

Noz
Chocolate doce
Chocolate doce, noz

Chocolate doce
Chocolate doce

Fonte: Aprotosoaie; Luca; Miron, (2016)

Acidos. Durante a fermentacdo, a concentracdo de acidos organicos aumenta como resultado
do metabolismo do acucar. O &cido acético é o principal &cido organico encontrado nos graos
de cacau, produzido durante os primeiros estagios da fermentacéo. A presenca do acido acético
confere aos gréos notas negativas de aromas, relacionados ao odor repulsivo de vinagre e
amargo. Outros acidos carboxilicos de cadeia curta (isobutiricos, isovaléricos e propidnicos)
predominam nos graos de cacau fermentados, e assim como o acido acético, produzem notas
de odor desagradavel aos grdos. O processo de secagem reduz o contetdo de acidos graxos
volateis, e a torrefagdo remove até 70% do &cido acético presente nos gréos (ZIEGLEBER,
1990; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012; TRAN et al., 2015).

Alcoois. Conferem aos grdos um aroma floral, frutado e verde. Sdo formados durante a
fermentacdo como resultado da atividade microbiana, ou ainda resultar da degradacéo térmica
dos aminoacidos. O uso de altas temperaturas (160-170°C) por um periodo de tempo

prolongado acaba proporcionando a perda dessa classe quimica. Alguns dos alcoois presentes


https://onlinelibrarywiley-com.ez10.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?ContribAuthorStored=Aprotosoaie%2C+Ana+Clara
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12180&usg=ALkJrhivdezry4Mys9m2qEUwkgk-hM7ezw#crf312180-bib-0100
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nos grdos de cacau sdo o alcool benzilico (floral), 2-nonanol (notas frutadas e laranja citrica),
1- hexanol-2- etil (citrus, floral e doce), 2,3-butanediol (frutado) e o alcool feniletilico (floral),
este Ultimo o principal alcool encontrado entre os nibs torrefados de cacau (RAMLI et al., 2006;
RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012; APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016).

Aldeidos e Cetonas. Altas concentracfes de aldeidos e cetonas sdo favoraveis para a qualidade
do cacau. Frauendorfer e Schieberle (2008) observaram que os aldeidos s&o formados a partir
da ocorréncia da degradacéo de Strecker e estdo associados ao sabor de caramelo nos graos de
cacau. Estdo 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). As altas temperaturas e uma torrefacdo prolongada, diminuem
0 conteldo de aldeidos. Os aldeidos ndo sdo apenas componentes do sabor, mas também
reagentes importantes envolvidos na formacdo de compostos heterociclicos, as pirazinas. As
cetonas, em altas concentracdes sdo favoraveis para a obtencdo de cacau de alta qualidade,
apresentando notas frutadas e florais. As cetonas como a 2-heptanona, 2-nonanona,
acetofenona, etanona,1(1H-pirrol-2-il) conferem aromas de frutas, doce, baunilha, nozes, avela
e chocolate torrado respectivamente. A acetonoina, produzida partir de piruvato e butanodiol,
durante a fermentacdo alcodlica, é precursora da tetrametilpirazina, e sua presenca confere
aromas indesejaveis de manteiga rancosa ao chocolate (COUNET et al., 2002; SERRA-
BONVEHI, 2005; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012; APROTOSOAIE; LUCA; MIRON,
2016).

Esteres. A sua producdo se encontra correlacionada com o metabolismo das leveduras durante
a processo fermentativo, com a producao dos principais aromas de cacau, com notas de sabor
floral, frutado e mel. E a segunda classe mais importante relacionada aos aromas dos graos de
cacau. As altas temperaturas durante a torrefacdo afetam negativamente o contetdo dos ésteres
(FRAUENDORFER; SCHIEBERLE, 2008; ACULEY et al., 2010; APROTOSOAIE; LUCA;
MIRON, 2016).

Pirazinas. S&o a principal classe de volateis heterociclicos e os principais componentes do odor
no aroma de cacau, sendo a tetrametilpirazina (TMP) e a trimetilpirazina (TrMP) os mais
importantes. Apresentam aromas de nozes, terrosos, torrados e verdes. Rodriguez-Campos et
al. (2012) relatam que a tetrametilpirazina constitui cerca de 90% do total de pirazinas.
Afoakwa et al. (2008) e Tran et al. (2015) encontraram nos cultivares Criollo altos niveis de
pirazinas. Em sua grande maioria, as pirazinas se originam das a-aminocetonas por degradacédo
de Strecker e reacOes de Maillard durante a torrefacdo. A temperatura e a duracdo das reacoes

térmicas sdo fatores criticos que influenciam a concentracdo desses compostos.


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12180&usg=ALkJrhivdezry4Mys9m2qEUwkgk-hM7ezw#crf312180-bib-0003
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Especificamente, as tetrametilpirazinas (TMP) atingem seu nivel m&ximo no nivel médio de
torrefagdo. As trimetilpirazinas(TrMP) aumentam constantemente, enquanto as 2,5
dimetilpirazinas (DMP) aumentam apenas sob fortes condicGes de torrefacdo. Com base na
avaliacdo sensorial, um grau normal de torrefacdo se refere a uma alta taxa de concentracéo de
TMP / DMP e TMP / TrMP entre 1,5 e 2,5, enquanto os valores abaixo indicam amostras com
excesso de torrado e com sabor de café queimado (TRAN et al., 2015; APROTOSOAIE;
LUCA; MIRON, 2016).

Terpenos. Exemplos de terpenos como o D-limoneno (citrico, laranja e doce), p-mirceno
(amadeirado e cenoura), trans-p-ocimeno (floral e erva doce) e o linalol (floral, citrico, erva-
doce e amadeirado) sdo normalmente discriminados nos grdos de cacau de alta qualidade.
Durante a torrefacdo, o teor de linalol diminui levemente, mas a diferenca existente entre os
exemplares de cacau que possuem ou ndo esse composto permanece. A proporcao de linalol /
benzaldeido pode ser usada como um indice de sabor. Um valor maior que 0,3 indica cacau
tipico de qualidade fina (ZIEGLEDER, 1990).

3.10 Cromatografia Gasosa

A cromatografia em fase gasosa (CG) é a técnica de separagdo convencional
utilizada para estudar o aroma de chocolate (ACIENO et al., 2016). A técnica do Headspace
com Micro Extracdo em Fase Solida, em Cromatografia Gasosa acoplado ao detector de
Espectrometria de Massa (HS- SPME- GC- MS) tornou-se cada vez mais popular em estudos
de sabor de cacau devido ha inUmeras vantagens, como, por exemplo, a alta sensibilidade,
seletividade e reprodutibilidade (TRAN et al., 2015).

Estudos mostram que a cromatografia em fase gasosa utilizando detecgdo por
espectrometria de massa tem sido utilizada para distinguir diferentes amostras de cacau e de
seus derivados (RODRIGUEZ- CAMPQS, et al. 2011). Como pode ser observado na literatura,
a Cromatografia Gasosa tem sido empregada em algumas areas, como a ciéncia ambiental
(BORDAJANDI; RAMOS; GONZALEZ, 2005) e investigacdo alimentar (RIVELLINO et al.,
2013), entre outras, onde a sua eficacia foi comprovada.

Assim sendo, algumas outras técnicas sdo eficientes na detec¢do dos volateis nos
grdos de cacau. Tran et al. (2015) relata que a técnica do Fingerprinting associada a
espectometria de massa, se mostrou um método rapido e confiavel para prever o potencial e a
qualidade dos grédos de cacau. O sistema de cromatografia gasosa bidimensional GCxGC,

caracterizada pelo uso de duas colunas com diferentes polaridades, foi descrita por Oliveira et


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12180&usg=ALkJrhivdezry4Mys9m2qEUwkgk-hM7ezw#crf312180-bib-0130
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al. (2016) como eficiente na diferenciacdo de compostos volateis de cacau de origens distintas.
O sistema de nariz eletronico, onde segundo Tan; Kerr (2018) foi capaz de prever a extensdo

da torrefacdo nos graos de cacau, se alcando os objetivos desejaveis do estudo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material
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O material necessario ao estudo foi composto de 19 diferentes amostras de améndoas

de cacau fermentadas e secas, provenientes de fazendas produtoras de diferentes regides do sul

da Bahia, associadas ao Centro de Inovacdo do Cacau (CIC), colhidas no ano de 2017 nos

periodos de safra principal e entre safra (tempordo) como descrita na Tabela 3. As amostras

foram analisadas codificadas, vindo a conhecimento sua localizacéo e safra ao fim das analises.

Tabela 3 - Descricdo das amostra, sua localizacdo e seu periodo de colheita referentes

ao ano de 2017

Caddigo das Cadigo Localizacao Safra Sensorial
Amostras

6081 IL1 IIhéus 1 Principal Positiva
8781 IL2 IIhéus 2 Temporéo Positiva
5056 IL3 Ilhéus 3 Principal Negativa
8690 IL4 Ilhéus 4 Principal Negativa
6438 IL5 Ilhéus 5 Temporao Negativa
9412 IT1 Itacaré 1 Temporao Positiva
5744 IT2 Itacaré 2 Temporao Negativa
6961 IT3 Itacaré 3 Principal Negativa
6308 UR1 Uruguca 1 Principal Positiva
1791 UR2 Uruguca 2 Principal Positiva
9914 PS1 Porto Seguro 1 Principal Positiva
9673 PS2 Porto Seguro 2 Temporao Negativa
7551 UB1 Ubaitaba 1 Principal Negativa
7513 MR1 Marad 1 Principal Negativa
6960 ALl Aurelino Leal 1 Temporéo Negativa
6914 BL1 Belmonte 1 Principal Positiva
2498 JG1 Jaguaquara 1 Temporao Positiva
3092 FAl Floresta Azul 1 Temporéo Negativa
9461 IB1 Ibicarai 1 Principal Positiva

Inicialmente, as amostras de cacau fino foram classificadas de acordo com o

regulamento de uso da indicacdo de procedéncia da regido sul da Bahia estabelecida pela
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Associagdo de Cacau do Sul da Bahia, através dos membros do Conselho Regulador, visando
0 enquadramento da Indicacdo de Procedéncia - Regido Sul da Bahia, segundo a Lei n® 9.279
de 14 de maio de 1996 — Artigo 177, que foi adotada no processo de Indicacdo Geografica e

que estabelecem os seguintes critérios:

e Amostragem retirada de um minimo de 10% do volume que possa contemplar 1quilograma

de cacau;

e Média de 300 améndoas;

¢ Néo apresentar teor de umidade superior a 8%;

e Aroma natural livre de odores estranhos;

e Livre de matérias estranhas;

e Fermentacdo de no minimo 65% (de améndoas totalmente marrons);

¢ Nao tenha maximo de 15% de sub-fermentadas, respeitando percentagem méaxima de 1% para

mofo interno, inseto, ardosia, germinadas e achatadas;

Figura 16 - Localizagdo de Municipios da Mesorregido Sul Baiana
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Fonte: Brasil Channel, (2001)
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Figura 17 - Localizacdo de Municipio da Mesorregido Centro-Sul Baiana
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(Mapa de 1999)

Fonte: Brasil Channel, (2001)

4.2 Métodos

Torrefacdo das améndoas de cacau

As améndoas foram torrefadas em estufa, seguindo o binbmio tempo temperatura, 25
min. 120°C respectivamente (DE LEO Equipamentos laboratorial, Rio Grande do Sul). Em
sequéncia, foram descascadas, e 0s nibs obtidos envasados sob o sistema de vacuo em

embalagens plasticas e mantidos congelados (ROCHA, 2016).

Preparo das amostras

Foram pesados e triturados 25 g de nibs em ultraprocessador (Polimport Comércio e
Exportacdo LTDA, Séo Paulo), por 15 segundos na funcéo iniciar. Em sequéncia passaram por
peneira vibratoria, de 28 mesh, por 15 s, em vibragdo maxima (Betel Industria Metallrgica

LTDA, Séo Paulo). Da fracdo peneirada, foi coletada 2g de amostra em vial.

Perfil de compostos volateis nos nibs torrefados de cacau

Isolamento dos compostos volateis
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Foi utilizada uma fibra de 50/30 pum revestida com fase tripla PDMS/CAR/DVB
(Supelco Co., Bellefonte, PA, EUA). Essa foi devidamente condicionada antes do uso, segundo
as recomendac0es do fabricante. Os volateis foram extraidos sob as seguintes condicdes: foi
adicionado 2 g da amostra em tubo vial para headspace (40mL), selou-se imediatamente com
septos de silicone para que a composi¢do 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 (HeadSpace, G-7000-HS) durante 40 minutos. Apos
a amostragem, foi realizada a dessorcdo da fibra no modo splitless durante 5 minutos, a

temperatura de injecéo de 250 °C (revestimento SPME com um didmetro interno de 0.75 mm).

Condicdes cromatograficas CG-EM

As anélises foram conduzidas em um sistema Perkin Elmer Instruments, Clarus 500,
acoplado a um detector de massas (GC-MS). Foi utilizada uma coluna capilar Omegawax® 250
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Com temperatura inicial de 50 °C por 1 min., aumentando 3°C
min!, até atingir 240°C por 5 minutos. O gas de arraste utilizado foi o hélio, a um fluxo de 1mL
mint. O detector de massas operou com energia de ionizagdo 70eV, temperatura de interface

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

Determinacéo do indice de retencéo linear — IRL

Foi injetado 1 uL de uma solucdo de hidrocarbonetos alifaticos (C7-Cso) no GC-MS sob
as mesmas condi¢des descritas no item (2.2.3.2) 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 Equacdo 1 descrita por Zellner et al. (2008).

tR(x) - tR(cn)
IRL =100, + 100 (tR(cn+1) - tR(cn))
IRL = indice de retencéo linear;
n= numero de carbonos;
tren) = Tempo de retencdo do n-alcano que antecede o analito;
trex = Tempo de retencdo que antecede o analito;

tren+1) = Tempo de retengéo que sucede o analito.
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Identificacdo dos compostos

Os compostos volateis foram identificados de forma tentativa utilizando o programa
Data Analysis, onde foi realizada a comparacdo 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 o seu IRL calculado para cada
composto, auxiliada pela comparacdo dos IRL dos compostos nas colunas Omegawax® 250

com aqueles descritos na literatura para colunas de mesma polaridade.
Condicdes cromatograficas CG-DIC

Para a obtencdo das areas dos picos dos compostos volateis, sem a necessidade de
calculos dos fatores de correcdes para as respostas do detector de massas, as amostras foram
injetadas também em um sistema Perkin Elmer Clarus 680, acoplado com um detector de
ionizacdo de chama (GC-DIC). Foi utilizada uma coluna capilar Omegawax® 250 (30 m x 0,25
mm x 0,25 um). Com temperatura inicial de 50°C por 1 min., aumentando 3°C mint, até atingir
até 240°C por 5 min. A temperatura de inje¢do foi 250°C, modo splitless. O gas hélio foi
utilizado como gas de arraste a 1,0mL min. Para os gases de chama, utilizou-se 30mL min™
para 0 hidrogénio e a 300mL min? para o ar sintético. As injecdes foram realizadas em

duplicatas.

4.3 Analise Estatistica

As analises foram realizadas em duplicata (n=2). Para os dados experimentais foram
utilizadas a analise de componentes principais (ACP) e a andlise hierarquica de agrupamentos
(AHA), ambas com suas pontuagdes obtidas através de uma analise de variancia unilateral
(ANOVA) e aplicacdo do teste de Tuckey com probabilidade de 5% (p<0,05) e nivel de
confianca de 95%, para analisar a diferenca significativa entre as amostras, no programa
estatistico XLSTAT 2020 (MELO, 2018).

4.4 Analise Multivariada

A andlise multivariada € uma técnica utilizada, quando se possui um grande numero de
variaveis distintas e as técnicas graficas exploratdrias ndo surtirdo efeito para o entendimento
dos dados. A Analise de Componentes Principais (ACP) é uma técnica multivariada que

transforma os dados para a obtencdo de um novo conjunto de variaveis, as componentes
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principais, que se tratam de combinagdes lineares das varidveis originais, ndo correlacionadas
e ordenadas de forma que as primeiras poucas componentes principais carregam a maior parte
da variagdo de todas as varidveis originais (BAKKE; LEITE; SILVA, 2008). A ACP
correlaciona as amostras em relacdo aos grupos quimicos encontrados. Os vetores
representaram as amostras e a aproximacao destas em relagcdo aos grupos quimicos, observados
nos mapas bidimensionais, o que permitiu a identificacdo das tendéncias. Espera-se que esse

fator seja > 70%, o qual foi obtido.

O Grupamento Hierarquico (AHA), é uma técnica de andlise, que apresenta como o
algoritmo funciona para agrupar as observagoes e, em seguida, os subgrupos das observacoes.

As dezenove amostras do presente estudo, foram selecionadas de um grupo de oitenta,
as quais foram submetidas a andlises sensoriais e se destacaram de forma positiva, com
melhores notas as amostras Ibicarai 1, Porto Seguro 1, Itacaré 1, Belmonte 1, Uruguca 1, Ilhéus
1, Jaguaquara 1, Urucuca 2 e llhéus 2, as demais dez amostras foram as que receberam as
menores notas em relacdo as mesmas caracteristicas analisadas (ALVES, 2020). Foi realizado
um teste de aceitacdo, baseado na andlise descritiva quantitativa da Checagem de Tudo o que
Necessario- CATA (Check-All-That-Apply). Para descrever a relacdo existente entre as
caracteristicas dos tratamentos e os provadores no teste de aceitacdo, as amostras melhor

pontuadas estdo descritas em Tabela 1 como positivas e as piores notas, como negativas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil de compostos volateis

Foram identificados um total de 53 compostos quimicos, sendo classificados como
pirazinas (12), alcoois (5), fenois (2) aldeidos (8), cetonas (4), acidos (2), ésteres (10), nitrilas
e piridinas (2), furanos, furanonas, piranos e pironas (6) e terpenos e terpendides (2), com

predominancia das pirazinas, acidos, ésteres e aldeidos.

Acidos. Houve descrigdo do 4cido acético em todas as amostras, e em maior percentual em
Maraul (20,8%) e llhéus4 (18,71%), ambas colhidas na safra principal, com resultados
aproximados aos encontrados por Moreira et al. (2018) em chocolates hibridos baianos, de 25-
27%. O acido acetico € o principal acido organico qualificado nos gréos de cacau, e por ser

produzido durante os primeiros estagios da fermentacéo, como resultado do metabolismo do
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acucar por bactérias lacticas, o seu contetdo nos graos de cacau fermentado é superior quando
comparado aos demais grupos de compostos volateis (ROTTIERS et al, 2019b). O &cido
octandico, visto em llhéus 2 e 4, Itacarél, Urucuca 1 e 2, Porto Seguro2, Belmontel, Ubaitabal,
Maraul e Jaguaquaral, concede odores pungentes e desagradaveis (ROTTIERS et al., 2019a;
APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016).

A presenca dominante do acido acético tambeém foi relatada por Tuenter et al. (2020)
em liquores e chocolates do Equador e da Africa Ocidental, assim como Frauendorfer e

Schieberle (2019) em exemplares de nibs Forasteros de Gana.

Alcoois e Fenois. Os alcoois feniletilico e o linalol, s30 os mais importantes presentes
nos nibs torrefados (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). O processo fermentativo converge
parte dos alcoois presentes nos grdos de cacau em outros compostos organicos como acidos
lactico e acético, por conta do crescimento e atividade de bactérias lacticas e acéticas,
(ASSI-CLAIR et al., 2019) resultando em um valor de &lcoois inferior quando comparado a
outros grupos quimicos. Além disso, eles podem resultar da degradacdo térmica dos
aminoécidos (APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016).

Tal grupo quimico proporciona um aroma frutado, verde e floral, desejavel sua presenca
no cacau fino (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). O 2,3-butanediol, alcool benzilico e do
alcool feniletilico, foram constatados de forma mais acentuada nas amostras Ilhéus 3 e Itacaré
1, ambas do periodo temporao.

Nesse estudo foram identificados: 2-pentanol, 3-metil-1-pentanol, 2,3-butanediol,
alcool benzilico, alcool feniletilico, 2-metoxi-fenol e o fenol, os dois Gltimos intendentes pelo
odor de fumaca formado durante a etapa de secagem ou armazenamento por contaminacao de
gueima de madeira ou carvdo, sdo indesejaveis nos graos de cacau (RODRIGUEZ-CAMPOS
et al.,, 2012). A presenca do fenol é pormenorizada em todas as amostras, em baixas
concentragdes, a menor em lIbicarail (0,12%) e maior na Uruguca2 (0,88%). O 2-pentanol esta
proeminente em Porto Seguro2, Ilhéus2 e Itacarél, colhidas na safra tempordo, e acarretaram
aos nibs aroma de fermentado e de banana madura (ROTTIERS et al., 2019a), o qual segundo
Kowalska et al. (2020), ja pode ser encontrado nos gréos de cacau a partir do primeiro dia de

fermentacao.

O aroma de manteiga de cacau (SCHWAN; WHEALS, 2004), alusivo ao 2,3-butanediol,
muito apreciado nos produtos cacauzeiros de alta qualidade (APROTOSOAIE; LUCA,;
MIRON, 2016), apresenta-se em llhéus2 (1,59%) e 1lhéus3 (0,11%) (Tabela2) e semelhantes
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foram relatados na literatura para o liquor de cacau Criollo (1,5%) e para as sementes cruas
fermentadas do cacau (0,9%) (ASCRIZZI et al., 2017).

Aldeidos e Cetonas. Dessa classe quimica, a etanona,1(1H-pirrol-2-il), foi a cetona
disposta dentre as amostras em maior concentracdo, e condiz aos aromas de doce e de baunilha
(COUNET et al., 2002; PINO et al., 2005). As amostras llhéus 2, 3 e 5, Itacaré 1, 2 e 3,
Urucucal, Porto Seguro 1 e 2, Belmontel, Marall, Jaguaquaral e Ibicarail variaram de 2,44%
a 3,91%, valores proximos aos mencionados por Calva Estrada et al. (2020) (3,01%) em
amostras de chocolate Criollo da Regido do Amazonas. Uma alta quantificacdo de aldeidos e
cetonas é favoravel a qualidade do cacau (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). As cetonas 3-
penten-2-ona e a 2-heptanona, associadas aos odores de amanteigado e frutado (ROTTIERS et
al., 2019a), foram identificadas em percentuais < 0,6%, equivalentes aos encontrados em
estudos de nibs de cacau Criollo (0,6%) (ASCRIZZI et al., 2017). A 2-heptanona também foi
descrita nos exemplares de chocolate e de graos fermentados brasileiros na Regido da Bahia e
do Amazonas (MOREIRA et al., 2018; CALVA ESTRADA, 2020).

Aldeidos odor-ativos exibem notas doces, de chocolate como o 2-metilbutanal e o
benzaldeido, ambos detectados em todas as amostras analisadas, com excecao deste na Aurelino
Leall. As taxas de benzaldeido tipificam em torno de 0,26- 0,69% neste estudo, valores afins
sdo retratados por Visitin et al. (2020) em chocolates baianos (0,4-0,7%), e por Ascrizzi et al.
(2017) em nibs de cacau Criollo (0,5%). O benzaldeido em concentra¢cBes mais acentuadas tem
uma qualidade odorativa amarga, com percepcdo sensorial de pungente e amargor
(BONVECHI, 2005). O 2-isopropil-5-metil-hex-2-enal, o cis-5-metil-2-isopropil-2-hexen-1-al,
5-metil-2-fenil-2-hexenal, a acetofenona e o 1H-pirrol- 2-carboxaldeido estdo em todas as
amostras, denotam notas de café torrado, cacau, florais e de nozes respectivamente (ASZYK et
al., 2018). No periodo de colheita da safra principal, é possivel vincular os maiores percentuais
guantitativos do 2-metil-butanal, em Urucuca2 e Itacaré3 (6,75% e 3,95%), e também os

menores valores do grupo das cetonas em Ilhéusl e llhéus4 (2,30% e 1,26%).

Nitrilas e Piridinas. A benzonitrila, qualificada apenas nas amostras da safra temporéo de
Aurelino Leall, Porto Seguro2 e Floresta Azull, outorga notas odoriferas de améndoas, com
percepcao sensorial de nozes. Associa-se a um odor desagradavel caracteristico nos alimentos
de café torrado velho. A 2-metil-piridina, se associa a notas adstringentes semelhantes a avel&
(BONVECHI, 2005; DE MARIA; MOREIRA; TRUGO,1999).
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Esteres. Os ésteres nas amostras de nibs (4,61- 14,3%) foram analogos ao citado por Moreira
et al. (2018) para os gréos baianos fermentados de cacau (5-15%), exceto as amostras
Ubaitabal, Jaguaquaral, Ibicarail e Aurelino Leall que quantificaram valores em torno de
2,36- 3,89%, préximos aos relatados por Calva Estrada et al. (2020) em chocolates do Equador
(2,77%). S&o a segunda classe mais importante de volateis, depois das pirazinas, e encarregados
por notas frutadas e florais (APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016).

O 3-metil-1-butanal-acetato, identificado em todas as amostras, em exce¢do a Maraul,
e superior em ltacaré2 (3,51%), Ilhéus2 (2,86%) e Porto Seguro2 (1,29%), todas em periodo
tempordo, sugerem as notas de chocolate. Os ésteres etilacetato e a butirolactone foram
qualificados na literatura assim como neste estudo, em amostras de grdos fermentados e
chocolates hibridos baianos (MOREIRA et al., 2018). O 2-pentanal, acetato e o 2,3-butanedial,
diacetato tiveram seus maiores percentuais em periodos de tempordo e safra principal,

respectivamente.

Furanos. As amostras Porto Seguro2 (8,5%), Ilhéus 2 e 5 (5,51% e 4,87%), do periodo
temporao, apresentam os seus indices superiores de furanos. A formagéo destes compostos pode
estar associada ao processo de torrefacdo, através da reacdo de Maillard (FADEL et al., 2006)

e pela caramelizacdo de acucares (TUENTER et al., 2020).

Das 19 amostras analisadas, 10 continham a presenca do furaneol, também descrito em
literatura como furanona de morango (aroma de caramelo), em especial na amostra Uruguca2
(1,06%) (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). De acordo com os estudos confirmados pela
EFSA (2017), furanos sdo compostos que apresentam riscos potenciais aos seres humanos em
relacdo aos efeitos carcinogénicos e citogénicos. No entanto, essa classe quimica, é importante
no desenvolvimento do aroma e sabor do cacau (APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016).

Em chocolates originarios da Venezuela, México e Equador o 2-furanmetanol; 5-
metil,2-furanmetanol e o furaneol (CALVA ESTRADA et al., 2020), foram qualificados, assim
como nesse estudo. O 2-furanmetanol apresentou seus maiores resultados durante a safra
principal (Urugucal:1,21%, Belmontel:0,74% e IIhéus3:0,70%) e 0s menores no periodo
temporéo (llhéus2: 0,23% e Porto Seguro2: 0,22%), inversamente ao 5-metil,2-furanmetanol
que teve seus valores mais acentuados durante a safra temporéo (Porto Seguro2: 5,32%, llhéus
2eb5:3,45¢e 3,41%).

No perfil volatil dos nibs de cacau do Sul da Bahia, foi visto, compostos como o maltol
com flavors apreciaveis de nozes torradas. A presenca de 4H-Piran-4-ona, 2,3-di-hidro-3,5-di-
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hidroxi-6-metil confere aromas indesejaveis de queimado e assado ao cacau, identificado na
maior parte das amostras (Tabela 2) (ROSTIER et al., 2019c; BONVECHI, 2005).
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Tabela 4 - Compostos volateis tentativamente identificados (T1) no headspace das amostras de nibs torrefados por MS e pelo indice de retencéo

linear.

ACIDO
1 Acido acético 16,7 8,6 16,9 18, 105 12, 509 5,6 484 75 31 38 14, 2,6 20,4 18, 34 3,7 4,68  Vinagreazedo® 1436 1464,
4 3 7 37 6 90 4 3 5 8 85 3 8 13 5 9 41
2 Acido 0,00 04 0,00 03 0,00 0,2 0,00 0,0 045 0,1 0,0 0,3 0,1 0,1 031 01 0,0 0,0 0,00  Suor, gorduroso? 2030 2099,
octanéico 2 4 3 0 1 0 0 0 5 1 0 0 - 55
2106
Soma 16,7 9,0 169 18, 105 13, 509 5,6 529 76 31 4,1 14, 2,7 20,8 18, 34 3,7 4,68
4 7 71 6 13 95 0 23
ALcooL
3 2-pentanol 0,00 05 0,00 0,2 0,10 04 019 01 0,15 0,0 0,0 0,6 0,0 0,2 0,13 0,2 0,3 0,0 0,16  Fermentado,banana 1105 1133,
1 1 3 0 0 0 0 0 2 8 2 0 Madura® - 86
1138
4 23-butanediol 0,00 1,5 011 00 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00 0,0 0,0 0,0 0,00  Manteiga de cacau? 1542
9 -
1580
5  élcool 0,22 0,2 030 04 0,25 0,7 024 04 047 06 0,3 0,0 0,2 0,2 0,19 0,0 0,2 0,2 0,48  Doce, floral? 1877 1580,
benzilico 3 2 9 7 3 2 0 3 0 0 3 1 - 93
1886
6  alcool 396 56 505 44 4,06 3,1 395 44 463 44 2,6 0,0 18 2,8 2,73 38 32 2,1 450  Mel, flores? 1912 1881,
feniletilico 3 9 2 2 0 4 0 0 0 0 7 2 - 47
1923
7 1l-penten-3- 000 03 000 00 05 00 o000 09 o000 10 ©00 00 01 00 014 00 04 00 076 NE 1923,
ol,metil 0 0 0 8 8 0 0 4 0 0 5 0 23
Soma 418 8,2 546 51 497 43 438 59 525 6,1 29 0,6 21 3,2 3,19 40 4,2 2,3 5,90

5 1 3 8 1 6 0 7 2 8 8 3
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ALDEIDO

butanal,2-metil

2-isopropil-5-
metilhex-2-
enal
cis-5-metil-2-
isopropil-2-
hexen-1-al

Nonanal

Benzaldeido

Benzenoacetal
deido

1H-pirrole,2-

carboxaldeido

5-metil-2-
fenill-2-
hexenal

Soma

CETONA

3-penten-2-one

2-heptanona

1,42

1,32

0,39

0,00

0,51

0,00

0,13

0,31

4,08

0,00

0,28

0,0

0,0

2,06

144

0,67

0,00

0,49

0,00

041

0,73

5,81

0,00

0,00

0,0

0,0

0,66

0,13

0,52

0,00

0,30

0,72

6,66

0,00

0,15

13,
04

0,0

0,0

0,80

1,39

0,41

0,00

0,30

0,00

0,28

0,52

3,69

0,00

0,46

12,
22

0,2

0,2

3,02

2,48

1,08

0,25

0,40

0,00

0,40

0,81

8,44

0,00

0,61

17,
30

04

0,1
8

0,0

0,3
8

0,3

0,0
0

0,0

0,0
0

0,2

0,0
0

2,02

3,34

1,42

0,14

0,26

0,51

0,54

0,59

8,82

0,00

0,00

10,
89

0,0

0,0
0

0,0

0,0
0

0,1

0,1
1

5,10

1,35

0,80

0,24

041

2,26

0,00

0,74

10,9

0,26

0,12

Chocolate?

Café torrado®

Café torrado®

Doce, améndoa amarga,

cerejal

Nozes!

Cacau?

Amanteigado,torrado,ca
ramelo!
Frutado, coco, queijo,

floralt

864
936
1388

NE

1390

1400
1568

1646

1650
2028

2030
2060

2083

1055

1180

1184

930,2

1388,
25

1391,
98

1400,
15

1569,
22
1673,
84

2030,
43

2068,
86

1052,
36
1181,
23
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Acetofenona

etanona,1(1H-

pirrol-2-il)

Soma

ESTER

Etilacetato

2-
pentanal,acetat
0

1-butanal,3-
metil,acetato
1,3-
dioxepano,2-
heptil

2,3-
butanodialdiac
etato
lactonitrila,3-
cloro,acetato

Butirolactona

4cido
pentandico,2-
metil, éster

metilico

0,38

1,63

2,30

0,33

0,00

0,57

0,00

1,33

0,00

0,82

0,00

05

0,3

2,8

2,44

3,98

6,43

0,00

0,00

0,79

0,00

0,00

0,00

154

0,00

0,0

0,0

1,0

1,42

2,98

4,55

0,32

0,00

0,80

0,00

2,38

0,00

0,0

0,0

05

1,92

3,24

5,62

0,56

1,08

351
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Avreas relativa dos picos, obtidas por GC-FID. Resultados apresentados como médias das duplicatas. IRL Lit.= indice de retencfo linear da literarura. IRL Cal.=indice de

retencdo linear calculado. NE= ndo encontrado.

Letras minusculas (a- m), dentro de uma linha, indicam diferencas significativas p(<0,05) entre cultivares seguindo a ANOVA.
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Descriéo dos odores segundo ROTTIERS et al., 2019; 2APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016; SASKYK, et al., 2018; “PINO et al., 2005; *COUNET et al., 2002; *DE
MARIA; MOREIRA; TRUGO,1999; 'LEMOS et al., 2012; SFIGUEROU; VARGAS, 2016; SAFOAKWA, 2012.
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Pirazinas. A tetrametil pirazina € o composto majoritario desse grupo quimico, chegando a
39,89% em Ibicarail. Quantidades significativas de tetrametil pirazina sdo provavelmente um
indicador de cacau da variedade Criollo, que traz ao cacau e seus derivados contribuigdes

positivas de aroma e sabor (TRAN et al., 2015).

A trimetilpirazina, ausente em Ilhéus2, foi o segundo maior composto do grupo das
pirazinas, em percentuais de 0,99- 4,27%, conferindo aos nibs notas de cacau, nozes torradas e
de amendoim, intensificando o aroma de chocolate (ROSTTIERS et al., 2019a). Estudos com
chocolates do Amazonas, Venezuela, México e Equador apresentaram resultados percentuais
préximos aos encontrados nesta pesquisa (1,82- 4,98%) (CALVA ESTRADA et al., 2020).

Pesquisas realizadas em liquores de cacau em Gana por Hinneh et al. (2019) e no
Equador por Rosttiers et al. (2019a), nos chocolates da Costa do Marfim por Assi-Clair et al.
(2019), e nos nibs de Criollo por Ascrizzi et al. (2017), identificaram a predominancia da
tetrametilpirazina em relacdo as demais pirazinas. Outros exemplos de pirazinas narradas nas
amostras foram a metil-pirazina; 2,5-dimetil-pirazina; 2,6-dimetil-pirazina; 2,3-dimetil-
pirazina e 2-etil-6-metil-pirazina, onde todas contribuiram com aromas aprecidveis de
améndoas, améndoas torradas, chocolate e cacau. A 2-etil,2,5-dimetil-pirazina e a 2,3-dietil-5-
metil-pirazina conferem aromas indesejaveis de terroso e assado (AFOAKWA, 2012) notam-
se em Ilhéus 5, Itacaré3, Urucuca2, Porto Seguro2, Ibicarail e Floresta Azull, em indices
inferiores a 0,7%. Essas pirazinas também foram reconhecidas em pesquisas realizadas por

Frauendorfer e Schieberle (2019) em gréos torrados de cacau de Gana.

Terpenos. No periodo tempordo, foi possivel identificar as maiores concentraces de ocimeno:
Jaguaquaral (0,68%), Itacaré2 (0,28%), Porto Seguro2 (0,28%), Itacarél (0,19%) e Aurelino
Leall (0,16%) (Tabela2). O linalol e o ocimeno estdo relacionados a notas florais e com
potencial de cacau fino. Segundo a literatura, o linaol e o ocimeno, foram apercebidos em polpa
de cacau e em maior quantidade na polpa do que nos cotilédones (KADOW, et al., 2013; PINO;
CEBALLOS; QUIJANO, 2010).

5.2 Aromas-chave e marcadores tecnologicos

Catorze compostos nas amostras, foram identificados como marcadores de aromas-

chave e marcadores tecnoldgicos, que segundo o estudo de Magagna et al. (2017), ajudam a
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determinar as propriedades arométicas e a qualidade do cacau. Entre as 19 amostras de nibs
analisadas, foram constatados 5 aromas-chave: &cido acético; &lcool feniletilico; 3-metil-1-
butanal; e pirazinas trimetil e a 2-etil-3,5- dimetil. Os marcadores tecnoldgicos foram: 2,3-
butanediol; 2-furan metanol; e as pirazinas metil; 2,5-dimetil; 2,6-dimetil; etil; 2,3-dimetil; 2-

etil,6-metil e a tetrametil.

O grupo das pirazinas tiveram o maior niumero de marcadores reconhecidos, e de
percentuais em todas as amostras (chegando a 46,2% em Ibicarail), com exce¢do da Maraul e
Jaguaquaral, em que o grupo dos acidos foi mais acentuado. A predominancia das pirazinas
em nibs de cacau Criollo foi mencionada similarmente por Ascrizzi et al. (2017). No entanto,
resultados diferentes para as amostras de chocolates de cacaueiros hibridos da Bahia, Brasil,
onde Visitin et al. (2017) ndo detectaram a presenca de pirazinas em suas amostras e Moreira
et al. (2018) identificaram valores baixos (<<10%). As pirazinas podem ser influenciadas por
diversos parametros, como o tipo e o tempo de fermentacdo, as condigdes climaticas, a
maturacao e armazenamento do grao, o tipo de cacau e as varia¢@es percentuais de polpa/ grao.
Ademais, o processamento do chocolate pode influenciar no seu desenvolvimento (MOREIRA
etal., 2018).

Com aspectos negativos, o acido acético, visto em todas as amostras, é considerado um
indice sério de uma qualidade aromatica defeituosa das améndoas de cacau (ASSI-CLAIR et
al., 2019). Quanto aos resultados em Marall o percentual de (20,48%), é semelhante ao
relatado por Calva Estrada et al. (2020) em amostras de chocolate do Amazonas (22,4%).

O alcool fenetilico é bastante ativo em odor nos liquores de cacau e nos chocolates,
caracterizado com suas notas tipicas de mel e flores (TUENTER et al., 2020) e com resultados
em todas as amostras de nibs. Estes também estdo nas amostras de grdos fermentados da Bahia
de Moreira et al. (2018). Apenas nas amostras Ilhéus 2 e 3 foi possivel a identificacdo do

marcador 2,3-butanediol.

O marcador tecnolégico 2-furan metanol, com aroma de queimado, é visto em Ilhéus 2,
3 e 4, Itacaré2, Urugucal, Porto Seguro 1 e 2 e Belmontel, e também em chocolates da
Venezuela segundo Calva Estrada et al. (2020). Em todos os resultados, salvo Maraul, foi
identificado o aroma-chave 3-metil, butanal (aroma maltado).

Sendo assim, as amostras dos nibs baianos deste estudo, apresentam em sua composi¢ao

volatil marcadores essenciais desejaveis, como as pirazinas e o alcool feniletilico, compostos
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volateis presentes em cacau finos. Evidenciando seu potencial para a producgdo de chocolates

finos.

5.3 Analise de Componentes Principais (ACP) e de Grupamento Hierarquico (AHA)

A Anélise de Componentes Principais- ACP (Figura 18) foi realizada a fim de
correlacionar os compostos volateis com as suas localidades de origem. Os dados dos
compostos volateis foram plotados com base na aplicacdo de variancia nas porcentagens

relativas de compostos quimicos calculados a partir do teor total de volateis nos cromotogramas.

Figura 18 - Escore e carga fatorial da Analise de Componentes Principais dos compostos

volateis em nibs de cacau torrefado
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Os resultados de escores dos primeiros componentes principais, CP1 e CP2 (Figura 18)
explicaram respectivamente 52,36% e 23,59% e demonstraram a variancia armazenada em cada
componente principal expressa pelos autovalores da matriz padronizada. Os dois primeiros
fatores s@o responsaveis por 75,95% de variabilidade. Atraves da ACP foi verificado que o
grupo das pirazinas é o predominante perante os demais, e sua presenca é inversa a de grupos
como 0s acidos. As pirazinas estdo correlacionadas positivamente com as amostras Porto
Seguro 1 e 2, IIhéus 2, 4 e 5, a Ibicarail e Belmontel. As amostras referentes as localizagdes
de Itacarél, Jaguaquaral, Ilhéus 1 e 3 e Maradl, se encontram no terceiro quadrante, e estio

relacionadas de forma negativa ao grupo quimico dos &cidos, terpenos e das nitrilas,
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notoriamente ao &cido acético em Maraul. Este 4cido carboxilico, conota aromas de vinagre e
fermentado, indesejavel a sua presenca (APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016).

Os demais grupos quimicos: aldeidos, fenois, ésteres, cetonas, furanos e alcoois,
agruparam-se no segundo quadrante e se concatenam negativamente as amostras Aurelino

Leall, Ubaitabal, Uruguca 1 e 2, Itacaré 2 e 3 e a Floresta Azull.

A anédlise hierarquica baseia-se nas caracteristicas afins das amostras, atraves da
construcdo de um dendograma (Figura 19). Trés grupos distintos foram formados. O primeiro
possuia nove amostras, todas localizadas na Microrregido llhéus-Itabuna, com excecdo de
Maraul, que se encontra na Microrregido de Valenca. Grupo este, caracterizado por: altos
indices de aldeidos, cetonas e fendis (Figura 20). Ademais, o alcool, apreciado em cacau fino,
é majoritario nesse primeiro grupo (Figura 20). Das nove amostras, seis foram colhidas na safra
principal e as demais no temporé&o.

Figura 19 - Andlise de agrupamento hierarquico das amostras de nibs de cacau torrefados
quanto ao perfil de compostos volateis.
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No segundo grupo, se correlacionaram as amostras Ilhéusl e 4, colhidas na safra
principal, com os maiores percentuais de acidos (Figura 20), em especial o acido acético.
Entretanto, houve a identificagdo mais acentuada dos terpenos: linalol e ocimeno (Figura 20),
substancias normalmente encontradas em cacau de alta qualidade. A presenca de 4cidos em
produtos de cacau esta associada a sensa¢des desfavoraveis ao olfato e ao paladar. Em relacdo
a localidade de origem, os municipios pertencem a diferentes microrregides, Jaguaquara da
Microrregido de Jequié e os demais Ilhéus, Itacaré e Belmonte da Microrregido de Ilhéus-

Itabuna.
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Figura 20 - Grafico de barras dos trés grupos formados pelas similaridades dos nibs de cacau

torrefado.
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As amostras Ilhéus 2 e 5 localizam-se no terceiro grupo e foram similares em relagéo ao
periodo de colheita do tempordo, e pela concentracdo majoritéaria de pirazinas, ésteres e furanos
(Figura 20). Porto Seguro 1 e 2, no mesmo grupo indicam equivaléncia entre a safra principal

e a temporao.

As amostras que constituiram os grupos 1 e 2 sdo em sua maioria colhidas na safra
principal e do grupo 3 no temporao, indiciando uma relacdo de maior presenca de ésteres e
furanos no periodo de colheita do tempordo e dos demais compostos quimicos no periodo da
safra principal (Figura 21). A presenca de pirazinas, componente majoritério, foi descrita,
segundo este estudo, em altos indices independente do periodo de colheita. Itacaré 1 e 3
localizam-se no grupo 1, ainda que, apresentando periodo de colheita distinto, enquanto a

Itacaré2 no periodo de tempordo ndo se agrupa a ltacarél.

O grupo dos &cidos, assim como 0s aldeidos, cetonas e terpenos apresentam maiores
concentracdes no periodo de safra principal, enquanto os alcoois, ésteres e furanos na safra
tempordo (Figura 21).
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Figura 21 - Escore e carga fatorial da Anélise de Componentes Principais dos compostos
volateis em nibs nos distintos periodos de colheita.

CETONAS ALDEIDOS ESTERES
CETONAS p T
P
: ALCoOOL P Te
. T .' .P
P
T P
1
—_ FURANCS T
# . T .
2 FENOIS
[
o~
- NITRILAS -
ol TERFEMOS T =
P .
-1 P
.
P T
# Legenda
2 P -
P Safra Principal
ACIDOS T Safra Tempordo

2 -1 [ 1 2
PC1 (52,36%)

Diversas condi¢cBes como clima, solo, colheita, fermentacdo e variaveis de secagem
afetam a qualidade do cacau, podendo ser esse o fator o responsavel pelas amostras

apresentarem uma similaridade cerceada (ACIERNO et al., 2016).

6 CONCLUSAO

O perfil volatil dos nibs do sul da Bahia, foi caracterizado por dez grupos quimicos:
pirazinas, alcoois, fendis, aldeidos, cetonas, acidos, ésteres, nitrilas e piridinas, furanos e os
terpenos. O éalcool feniletilico foi identificado em todas as amostras, um aroma-chave
importante, perceptivel e apreciado, com a maior concentra¢do na classe dos alcoois. Acido
acético, outro aroma-chave, dominou no grupo de acidos, detectado em todas as amostras
testadas e seu maior conteudo foi descrito em Marau 1. A classe quimica predominante de forma
geral nas amostras foram as pirazinas, seguidas dos acidos e dos ésteres.

O estudo mostrou que houve relacdo de similaridade entre as amostras quanto aos
parametros de localizacdo geogréafica, evidenciando a busca pelo selo de Denominacdo de
Origem ser concisa. As amostras referentes aos municipios de llhéus, Porto Seguro e Uruguca
demonstraram tal comportamento se agregando por regido no dendograma apresentado. O
parametro de periodo de colheita, safra principal e tempordo, também afetou diretamente a
composicao volatil das amostras, o periodo temporao foi marcado pela presenca mais acentuada
de esteres e pirazinas, e menores de acidos, o que proporcionaria um chocolate de boa

qualidade, ja a safra principal apesar de também ser identificada por um percentual dominante
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de pirazinas, os acidos foram percebidos de forma superior quando comparada a colheita do
periodo temporé&o.

O perfil volatil das amostras € marcado por uma alta concentracdo de pirazinas, com
destaque a tetrametil pirazina, parametro semelhante ao do cacau de alta qualidade, da
variedade Criollo. Parametros externos tais como tempo de fermentacdo, secagem e torrefacéo
foram semelhantes para todas as amostras, demonstrando que as localiza¢des geograficas, assim

como o periodo de plantio e colheita, interferem diretamente na qualidade do produto final.
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ABSTRACT

Factors such as geographic origin, climate, soil and post-harvest conservation directly
affect the quality of nibs, precursors of chocolate and its derivatives. The objective of this
study was to identify and quantify the volatile compounds of cocoa nibs from different
locations in southern Bahia, Brazil. Nineteen samples of roasted cocoa nibs were
weighed, ground, and their volatile compounds were extracted by Headspace Solid Phase
Microextraction (HS-SPME). The analysis of these volatiles was performed using a gas
chromatograph coupled to a mass spectrometer and flame ionization detector, for
identification and quantification of volatiles. The study demonstrated the presence of
more than 50 compounds belonging to the chemical classes of: pyrazines, alcohols,
phenols, aldehydes, ketones, carboxylic acids, esters, furans and terpenes. Volatile
compounds such as tetramethylpyrazine, acetic acid and phenylethyl alcohol were
described in all samples. Pyrazines, carboxylic acids and esters represented the highest
percentage of those identified. Multivariate statistical analysis, using PCA and
hierarchical clustering analysis, showed the grouping of samples based on different
locations in Bahia and the collection period.

Keywords: nibs, cocoa, Bahia, volatile compounds.

1 INTRODUCTION

Cocoa nibs, cotyledons of broken and shelled cocoa beans, are precursors in the
manufacture of chocolates and their derivatives, and obtained after pre-processing steps,
where the bean is fermented, dried, roasted and crushed. The control of these steps,
especially the fermentation and roasting processes, are essential to obtain high quality in
the nibs and, by corollary, in chocolate (OLIVEIRA et al., 2016).

Brazil is the seventh largest cocoa producer in the world (4.6%), behind countries such
as Ghana (14.5%), Indonesia (14.0%), Nigeria (6.3%), Ecuador (5.1%) and Cameroon
(5.0%) (FAOSTAT, 2020). Bahia and Para are the main Brazilian cocoa producing states,
with 48% and 45% respectively (SEBRAE, 2019). National exports in 2020 totaled
72,500 tons, however, there was a drop of around 2% comparing this result to the years
2014 to 2020, alluding to the world economic crisis and Covid-19. However, Brazilian
production in 2020 generated revenue from cocoa imports of around R$276 million
(ETENE, 2021).

It is known that compounds such as pyrazines, aldehydes and esters are directly related
to the aromas of nibs and chocolate and can be used to characterize their quality
(ACIERNO et al., 2016). The literature shows that more than 600 different volatile
compounds have already been detected in chocolate, belonging to approximately 20
different chemical classes, and these connote positive and negative notes to chocolate,
making its volatile composition complex (KOWALSKA et al., 2020).
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According to the origin of the cocoa nibs, as well as their production and cultivation
conditions: climate, soil and harvest period (ACIERNO et al., 2016), there are differences
in the sensory and chemical characteristics transferred to the chocolate produced.
Therefore, knowledge about the volatile compounds present in cocoa nibs from different
locations is important to determine the final quality of chocolate (SALTINI,
AKKERMAN, FROSCH, 2013).

Since 2019, Brazil has been recognized by the International Cocoa Organization - ICCO
as an exporting country of fine and aromatic cocoa, which have different flavors and
volatiles, such as: woody, floral, fruity, among others. ICCO took into account the
characteristics: genetics (origin), location (terroir) and post-harvest almond treatment
(ETENE, 2021). Furthermore, the state of Bahia, one of the largest cocoa producers in
Brazil, has obtained the Certificate of Indication of Origin in 83 of its municipalities,
which characterizes the cocoa production tradition, in relation to its qualities and specific
geographic characteristics of these municipalities, and seeks to at this time, the
Denomination of Origin seal, which will add a greater monetary value to the final product
(BRASIL, 2019).

Considering the limitations of sample preparation techniques, Headspace Solid Phase
Microextraction (HS-SPME) - a relatively fast, simple and solvent-free pre-concentration
and extraction strategy - was used in this study for the isolation and chromatographic
analysis of cocoa nibs. Sample manipulation by the SPME technique uses a reduced
amount of samples and is very favorable for application involving chemically or
thermally unstable analytes, such as volatile compounds (PINI et al., 2004). The use of
gas chromatography (GC) coupled to flame ionization detectors (FID) and mass
spectrometer (MS) has been used by several authors such as: Cambrai et al., 2010;
Frauendorfer e Schieberle, 2008; Rodriguez-Campos, et al., 2011, to distinguish different
samples of cocoa and its derivatives. The simultaneous use of the two detectors allowed
a highly efficient separation by GC, with a more sensitive and specific detection of the
peaks, and a quali e-quantitative analysis of volatile compounds from Bahian nibs
(CORDERO et al, 2019 a).

The main objective of this work was the identification and quantification of volatile
compounds present in cocoa nibs from different locations in the State of Southern Bahia,
Brazil, using Headspace Solid Phase Microextraction (HS-SPME) combined with
coupled gas chromatography to Mass Spectrometry (MS) and Flame lonization (FID)
detectors. The nibs samples from different locations had their variables analyzed through
Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (AHA).

2 MATERIAL AND METHODS

Material

The material needed for the study consisted of 19 different samples of fermented and
dried cocoa beans, from farms in different regions of southern Bahia, provided by the
Centro de Inovacgédo do Cacau (CIC), collected in 2017 during the periods of main harvest
(between October and January) and early harvest (between May and August) as described
in Table 1. All almonds belonged to type 1, that is, they had superior quality according to
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Normative Instruction No. 38, of June 23 of 2008 (BRAZIL, 2008). The samples were

analyzed coded, and their location and harvest were known at the end of the analysis.

Table 1: Description of samples, codes, localization of origin, coordinates and harvest period.

Samples Code Localization Coordinates Harvest
UR1 Uruguca 1 S14°35'12",039°17' 29" Principal
UR2 Uruguca 2 S14°35'12",039°17' 29" Principal
IL1 Ilhéus 1 S 14°47'50",0 39°2' 8" Principal
IL2 Ilhéus 2 S 14°47'50",0 39° 2’ 8" Off season
IL3 Ilhéus 3 S 14°47'50",039°2' 8" Principal
IL4 Ilhéus 4 S 14°47'50",039°2' 8" Principal
IL5 Ilhéus 5 S 14° 47" 50", 0 39°2' 8" Off season
PS1 Porto Seguro 1 S14°27'4" O 39° 3’ 53" Principal
PS2 Porto Seguro 2 S14°27"4" O 39°3' 53" Off season
Tl Itacaré 1 S 14° 16'40", O 38° 59' 49" Off season
IT2 Itacaré 2 S 14° 16'40", O 38° 59' 49" Off season
IT3 Itacaré 3 S 14° 16'40", O 38° 59' 49" Principal
AL1 Aurelino Leal 1 S 14°21'39", O 39° 24' 31" Off season
BL1 Belmonte 1 S 15°51'46", O 38° 52' 58" Principal
FA1l Floresta Azul 1 S 14° 51' 36", O 39° 39' 36" Off season
IB1 Ibicarai 1 S 14°51'54", 0 39° 35' 16" Principal
JG1 Jaguaquara 1 S 13°31"43",0 39° 58' 36" Off season
UB1 Ubaitaba 1 S14°18'17",0 39° 19' 24" Principal
MR1 Maral 1 S 14° 06' 10", O 39° 0' 54" Principal
Methods

Roasting of cocoa beans
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The almonds were roasted in an oven (DE LEO Equipamentos laboratorial, Rio Grande
do Sul) for 25 min. at 120°C. In sequence, they were peeled, and the nibs obtained were
vacuum-packed in polyethylene plastic bags and kept frozen in a freezer until the time of
analysis (ROCHA, 2016).

Sample preparation

25 g of nibs were weighed and crushed in an ultraprocessor (Polimport Comércio e
Exportacdo LTDA, S&o Paulo) for 15 seconds in the start function. In sequence, they
passed through a 28 mesh vibrating circular sieve (Betel Industria Metaltrgica LTDA,
Séo Paulo) for 15 s, at maximum vibration. From the sieved fraction, 2g of sample was
collected in a headspace vial (40ml), which was immediately sealed with silicone septa
so that the composition of the compounds remained unchanged.

Profile of volatile compounds of cocoa nibs

Volatile compounds from cocoa samples were extracted using HS-SPME coupled to a
GC-MS, as described in the literature (MELO, 2018). For headspace analysis, samples
were submitted to 60°C for 40 min (HeadSpace, G-7000-HS). To extract the volatile
constituents from the heaspace, 50 / 30 um SPME fiber coated with triple phase DVB /
CAR / PDMS (divinylbenzene / carboxene / polydimethylsiloxane) (Supelco Co.,
Bellefonte, PA, USA) was used. The fiber was equilibrated for 20 minutes at 60 °C and
then exposed to the samples for 40 minutes at the same temperature. Compounds were
analyzed with a mass spectrometer (Perkin Elmer, Clarus 500) and an Omegawax® 250
capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum). The temperature programming started at
50°C for 1 min., increasing by 3°C per min-1 until reaching 240°C, remaining for 5 min.
Injector and detector temperatures were maintained at 250°C and 230°C respectively.
Carrier gas (Helium) was used at a flow rate of ImL min-1. The mass detector operated
with ionization energy of 70eV, interface temperature of 230°C, quadrupole temperature
of 150°C and ion source temperature of 230°C. The injections were performed after fiber
desorption for 5 minutes at 250°C, in splitless mode.

Simultaneously, to obtain the peak areas of the volatile compounds, the samples were
injected into a gas chromatograph coupled to a flame ionization detector (Perkin Elmer,
Clarus 680). Analytical conditions were similar. The parameters used were helium gas
flow 1.0 mL min-1, 30 mL min-1 for hydrogen and 300 mL min-1 for synthetic air.
Compounds were quantified by calculating the relative area (normatization). All samples
were analyzed in duplicate.

Identification of compounds

(1pl) of C11-C26 aliphatic hydrocarbon solution (Restek, Bellefonte, USA) was injected
into the GC-MS under the same superscript conditions. The linear retention index (IRL)
was calculated for each compound present in the sample and compared with the same
indices described in the literature in reference to the DB-Wax column and with columns
of the same polarity and maximum variation of £10 (ZELLNER et al. ., 2008). The
identification was performed using the Data Analysis program, comparing the mass
spectrometers with the reference data from the National Institute of Standards and
Technology (NIST), with a similarity level (NS) greater than 750.
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Statistical analysis

Analyzes were performed in duplicate (n=2). For the experimental data, principal
components analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (AHA) were used, both with
their scores obtained through a one-way analysis of variance (ANOVA) and application
of the Tuckey test with a probability of 5%. (p<0.05) and 95% confidence level, to
analyze the significant difference between the samples, in the XLSTAT 2020 statistical
program (MELO, 2018).

3 RESULTS AND DISCUSSION
Profile of volatile compounds

A total of 53 chemical compounds were identified, classified as pyrazines (12), alcohols
(5), phenols (2), aldehydes (8), ketones (4), acids (2), esters (10), nitriles and pyridines (
2), furans, furanones, pyrans and pyrones (6) and terpenes and terpenoids (2), with a
predominance of pyrazines, acids, esters and aldehydes.

Acids. There was description of acetic acid in all samples, and in a higher percentage in
Maraul (20.8%) and Ilhéus4 (18.71%), both harvested in the main harvest, with results
similar to those found by Moreira et al. (2018) in Bahian hybrid chocolates, from 25-
27%. Acetic acid is the main qualified organic acid in cocoa beans, and because it is
produced during the early stages of fermentation, as a result of sugar metabolism by lactic
acid bacteria, its content in fermented cocoa beans is higher when compared to other
groups. of volatile compounds (ROTTIERS et al, 2019b). Octanoic acid, seen in llhéus 2
and 4, Itacarel, Uruguca 1 and 2, Porto Seguro2, Belmontel, Ubaitabal, Marail and
Jaguaquaral, imparts pungent and unpleasant odors (ROTTIERS et al, 2019a;
APROTOSOAIE, LUCA, MIRON, 2016).

The dominant presence of acetic acid was also reported by Tuenter et al., (2020) in
liqgueurs and chocolates from Ecuador and West Africa, as well as Frauendorfer and
Schieberle (2019) in specimens of Forasteros nibs from Ghana.

Alcohols and Phenols. Phenylethyl alcohols and linalool are the most important ones
present in roasted nibs (RODRIGUEZ-CAMPOQOS et al., 2012). The fermentation process
converges part of the alcohols present in cocoa beans into other organic compounds such
as lactic and acetic acids, due to the growth and activity of lactic and acetic bacteria,
(ASSI-CLAIR et al., 2019) resulting in a value of alcohols inferior when compared to
other chemical groups. Furthermore, they may result from the thermal degradation of
amino acids (APROTOSOAIE, LUCA, MIRON, 2016).

This chemical group provides a fruity, green and floral aroma, its presence in fine cocoa
is desirable (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). 2,3-butanediol, benzyl alcohol and
phenylethyl alcohol were more pronounced in samples Ilhéus 3 and Itacaré 1, both from
the early period.

In this study, the following were identified: 2-pentanol, 3-methyl-1-pentanol, 2,3-
butanediol, benzyl alcohol, phenylethyl alcohol, 2-methoxy-phenol and phenol, the two
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last ones responsible for the smoke odor formed during the drying or storage due to
contamination from burning wood or charcoal, are undesirable in cocoa beans
(RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). The presence of phenol is detailed in all samples,
in low concentrations, the lowest in Ibicarail (0.12%) and highest in Uruguca2 (0.88%).
2-Pentanol is prominent in Porto Seguro2, Ilhéus2 and Itacarél, harvested in the early
season, and gave the nibs a fermented and ripe banana aroma (ROTTIERS et al, 2019a),
which according to Kowalska et al., (2020), can already be found in cocoa beans from the
first day of fermentation.

The aroma of cocoa butter (SCHWAN, WHEALS, 2004), alluding to 2,3-butanediol,
much appreciated in high-quality cocoa products (APROTOSOAIE, LUCA, MIRON,
2016), is present in llhéus2 (1.59%) and Ilhéus3 (0.11%) (Table2) and similar were
reported in the literature for Criollo cocoa liquor (1.5%) and for raw fermented cocoa
seeds (0.9%) (ASCRIZZI et al., 2017).

Aldehydes and Ketones. Of this chemical class, ethanone,1(1H-pyrrol-2-yl), was the
ketone found among the samples in the highest concentration, and it matches the aromas
of sweet and vanilla (COUNET et al., 2002; PINO et al. , 2005). The samples Ilhéus 2, 3
and 5, Itacaré 1, 2 and 3, Urucucal, Porto Seguro 1 and 2, Belmontel, Marall,
Jaguaquaral and Ibicarail ranged from 2.44% to 3.91%, values close to those mentioned
by Calva Estrada et al., (2020) (3.01%) in samples of Criollo chocolate from the Amazon
Region. A high quantification of aldehydes and ketones is favorable to the quality of
cocoa (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). Ketones 3-penten-2-one and 2-heptanone,
associated with buttery and fruity odors (ROTTIERS et al, 2019a), were identified in
percentages < 0.6%, equivalent to those found in studies of Criollo cocoa nibs (0.6%)
(ASCRIZZI et al., 2017). 2-Heptanone has also been described in samples of chocolate
and Brazilian fermented grains in the Bahia and Amazon Region (MOREIRA et al., 2018;
CALVA ESTRADA, 2020).

Odor-active aldehydes exhibit sweet, chocolatey notes such as 2-methylbutanal and
benzaldehyde, both detected in all samples analyzed, with the exception of this one in
Aurelino Leall. Benzaldehyde rates typify around 0.26-0.69% in this study, similar
values are portrayed by Visitin et al., (2020) in Bahian chocolates (0.4-0.7%), and by
Ascrizzi et al. al., (2017) in Criollo cocoa nibs (0.5%). Benzaldehyde in higher
concentrations has a bitter odorant quality, with a sensory perception of pungent and
bitterness (BONVECHI, 2005). 2-isopropyl-5-methyl-hex-2-enal, cis-5-methyl-2-
isopropyl-2-hexen-1-al, 5-methyl-2-phenyl-2-hexenal, acetophenone and 1H-pyrrole-2-
carboxaldehyde are in all samples, denoting roasted coffee, cocoa, floral and nutty notes
respectively (ASZYK et al., 2018). In the harvest period of the main crop, it is possible
to link the highest quantitative percentages of 2-methyl-butanal, in Uruguca2 and Itacare3
(6.75% and 3.95%), and also the lowest values of the ketone group in Ilhéusl and llhéus4
(2.30% and 1.26%).



Table 2. Tentatively identified volatile compounds (T1) in the headspace of MS roasted nibs samples and linear retention index.
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Chemical 1L IT UR 0s BL UB MR JG 1B AL FA
compounds
1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 Aromas IRL IRL
lit. cal.
ACIDS
1 Acetic Acid 167 863 169 183 105 129 509 564 484 753 315 38 148 263 204 181 345 3,79 4,68 vinegar, sourt 1436 1464,
4 7 7 6 0 5 8 3 41
2 Qctanoic acid 0,00 042 000 034 000 023 000 000 045 011 000 030 010 0,15 031 011 000 000 000 sweat greasy? 2030 2099
) 55
2106
Soma 16,7 906 169 187 105 131 509 564 529 765 315 419 149 278 208 182 345 3,79 4,68
4 7 1 6 3 5 0 3
ALCOHOL
3 2-pentanol 000 051 000 021 010 043 019 010 0415 000 000 060 000 022 013 0,28 032 000 0,16 fermented, banana 1105 1133
! ) 86
mature 1138
4 2,3-butanediol 000 159 0,11 000 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00 000 cocoabutter? 1542
1580
5  benzilic alcohol 022 023 030 042 025 079 024 047 047 063 032 000 023 020 019 000 023 021 048 sweet, floral? 1877 1580
) 93
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phenylethyl
alcohol

1-penten-3-
ol,methyl

Soma
ALDEHYDE

butanal,2-methyl

2-isopropyl-5-
methylhex-2-

enal

cis-5-methyl-2-
isopropyl-2-
hexen-1-al

Nonanal

Benzaldehyde

Benzeneacetalde
hyde

3,96

0,00

4,18

1,42

1,32

0,39

0,00

0,51

0,00

5,63

0,30

8,25

1,27

0,59

0,24

0,00

0,69

0,00

5,05

0,00

5,46

2,06

1,44

0,67

0,00

0,49

0,00

4,49

0,00

511

2,47

0,67

0,39

0,17

0,55

0,00

4,06

0,56

4,97

1,62

0,66

0,13

0,52

0,00

3,12

0,00

4,33

3,14

5,08

1,47

0,20

0,52

0,45

3,95

0,00

4,38

0,80

1,39

041

0,00

0,30

0,00

4,42

0,98

5,98

3,95

4,45

151

0,00

0,63

0,00

4,63

0,00

5,25

3,02

2,48

1,08

0,25

0,40

0,00

4,40

1,08

6,11

6,75

4,93

2,20

0,34

0,26

2,58

2,64

0,00

2,96

0,97

1,40

0,42

0,00

0,65

0,00

0,00

0,00

0,60

2,48

1,59

0,69

0,00

0,29

0,84

1,80

0,14

2,17

2,72

1,12

0,56

0,00

0,35

0,89

2,80

0,00

3,22

1,94

0,85

0,50

0,05

0,08

0,00

2,73

0,14

3,19

2,02

3,34

1,42

0,14

0,26

0,51

3,80

0,00

4,08

3,11

4,11

0,00

0,26

0,60

3,27

0,45

4,28

3,09

2,68

1,01

0,00

0,37

0,58

2,12

0,00

2,33

2,13

1,28

0,63

0,00

0,00

0,00

4,50

0,76

5,90

5,10

1,35

0,80

0,24

0,41

2,26

honey, flowers?

Chocolate?

roasted coffee®

roasted coffee®

Sweet, Bitter
Almond, Cherry*

1912

1923

NE

864—
936

1388

NE

1390

1400

1568

1646

1650

190

1881,
47

1923,
23

930,2

1388,
25

1391,
98

1400,
15

1569,
22

1673,
84



1H-pyrrole,2-

carboxaldehyde

5-methyl-2-
phenyl-2-
hexenal

Soma

KETONE

3-penten-2-one

2-heptanone

Acetophenone

Ethanone,1(1H-
pyrrol-2-yl)

Soma

ESTER

0,13

0,31

4,08

0,00

0,28

0,38

1,63

2,30

0,00

0,58

3,36

0,00

0,00

1,43

3,09

4,51

0,41

0,73

5,81

0,00

0,00

2,44

3,98

6,43

0,13

0,46

4,84

0,00

0,00

1,07

0,19

1,26

0,30

0,72

6,66

0,00

0,15

1,42

2,98

4,55

141

0,77

13,0

0,00

0,00

0,81

2,58

3,39

0,28

0,52

3,69

0,00

0,46

1,92

3,24

5,62

0,60

1,07

12,2

0,22

0,22

1,81

391

6,17

0,40

0,81

8,44

0,00

0,61

3,05

5,18

0,00

0,23

17,3

0,47

0,18

4,01

5,54

10,1

0,19

0,53

4,16

0,00

0,38

1,32

2,76

4,46

0,00

0,83

6,72

0,35

0,00

2,80

3,49

6,64

0,31

0,26

6,20

0,00

0,00

0,86

2,94

3,80

0,00

0,37

3,79

0,24

0,00

1,50

1,73

3,46

0,54

0,59

8,82

0,00

0,00

1,92

2,70

4,62

0,39

0,71

10,8

0,00

0,00

2,44

3,55

0,33

0,60

8,66

0,00

0,00

041

2,69

3,10

0,28

0,39

4,71

0,17

0,11

1,39

1,38

3,05

0,00

0,74

10,9

0,26

0,12

3,96

4,62

8,95

Nuts!

Cocoa?

Buttery, Toasted,

Caramel*

Fruity,  coconut,

cheese, floral*

Floralt

Sweet, vanilla*®

2028

2030

2060

2083

1055

1180

1184

1607

1652

1970

1980
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2030,
43

2068,
86

1052,
36

1181,
23

1674,
36

1974,
19



Ethylacetate

2-pentanal,

acetate

1-butanal,3-

methyl,acetate

1,3-dioxepane,2-
heptyl

2,3-
butanedidiacetat

e

Lactonitrile,3-

chloro,acetate

Butyrolactone

Pentanoic acid,
2-methyl, methyl

ester

Benzeneacetic

acid, ethyl ester

Acetic acid,
phenylmethyl

ester

0,33

0,00

0,57

0,00

133

0,00

0,82

0,00

0,24

2,51

0,54

0,31

2,86

0,00

0,00

0,00

1,73

0,00

0,86

3,37

0,00

0,00

0,79

0,00

0,00

0,00

1,54

0,00

0,32

291

0,00

0,00

1,02

0,00

0,00

0,00

1,76

0,00

0,42

2,96

0,32

0,00

0,80

0,00

2,38

4,01

1,35

0,00

4,12

0,00

0,00

0,00

0,56

0,00

0,00

1,12

151

0,00

0,15

0,56

1,08

3,51

0,00

2,23

0,00

0,00

0,00

0,92

6,00

0,62

0,10

0,53

0,22

2,68

0,18

2,00

0,00

0,40

0,00

0,00

0,56

0,00

3,40

0,00

1,48

0,00

0,31

2,62

0,22

0,00

0,52

0,00

4,86

0,00

2,76

3,33

0,22

1,74

0,32

0,29

1,21

0,11

1,68

0,00

1,45

0,00

0,43

5,65

0,69

0,28

1,29

0,22

2,45

0,39

1,92

0,00

041

2,86

0,20

0,00

0,63

0,00

3,19

0,00

0,85

0,00

0,19

1,52

0,00

0,00

0,23

0,00

0,00

0,00

0,89

0,00

0,21

1,25

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

7,30

1,58

0,42

0,25

1,03

0,00

0,00

0,77

0,00

0,00

0,00

0,92

0,00

0,43

1,76

0,00

0,00

0,57

0,00

0,00

0,00

0,97

0,00

0,13

0,86

0,00

0,00

0,18

0,00

0,00

0,71

0,94

0,42

0,10

0,00

0,20

0,66

0,70

0,14

3,12

0,23

2,07

0,00

0,36

2,08

Pineapple, fruit*

Chocolate!

Fruits, banana®

Butter!

Cream, oil, fat!

889—
920

NE

912—
936

NE

1532

NE

1592

1673

NE

1776

1784

1811

192

901,5

930,4

936,7

1111,
88

1570,

1588,
29

1673,
66

1718,
01

1782,
09

1810,
43



Soma

FURAN

2-furanmethanol

2-
furanmethanol,5
-methyl

Maltol

Furaneol

1H-pyrrole-2-
carboxaldehyde,

1-methyl

4H-pyran-4-
one,2,3-dihydro-
3,5-dihydroxy-6-
methyl

Soma

NITRILE,
PYRIDINE

581

0,00

2,33

0,39

0,88

0,19

0,00

3,79

9,66

0,23

3,45

0,51

0,39

0,14

0,80

551

5,55

0,70

0,00

0,00

0,18

0,35

1,47

2,71

6,16

0,56

0,00

0,00

0,23

0,28

0,00

1,08

12,9

0,00

341

0,39

0,00

0,25

0,81

4,87

4,61

0,00

0,00

0,45

0,00

0,38

0,41

14,3

0,58

0,00

0,00

0,00

0,14

0,98

1,70

8,99

0,00

0,20

0,60

0,00

0,42

0,43

1,66

8,38

0,00

0,00

0,00

0,37

0,49

2,07

13,6

0,00

0,00

0,67

1,06

0,88

1,98

4,60

11

0,18

0,00

0,55

0,00

0,35

0,00

1,07

10,5

0,22

5,32

0,00

0,55

0,18

2,22

8,50

6,58

0,74

0,00

0,00

0,00

0,17

0,81

1,72

2,57

0,00

0,00

0,00

0,07

0,11

1,33

1,52

10,6

0,00

0,15

0,00

0,00

0,20

2,17

2,51

3,89

0,00

0,00

0,00

0,00

0,26

1,20

1,46

2,54

0,00

0,00

0,00

0,11

0,16

1,60

1,87

2,36

0,00

0,00

0,00

0,08

0,09

0,87

1,04

9,56

0,00

0,00

0,50

0,27

0,34

1,16

2,27

Roasted coffee®

Roasted walnuts?

Fruits, Strawberry,

Sweet?

Roasted coffee’

Roasted coffee®

1614

1686

1582

1943

2012

2016

2072

1976

2076

2266

193

1685,
59

1729,
58

1951,
26

2055,
05

2073,
68

2265,
79



Benzonitrile

2-
ethynylpyridine

Soma
PHENOL

Phenol,2-
methoxy

Phenol

Soma
PYRAZINE

Pyrazine, methyl

Pyrazine,2,5-
dimethyl

Pyrazine,2,6-
dimethyl

0,00

0,00

0,00

0,00

0,33

0,33

0,21

0,11

1,00

0,00

0,44

0,44

0,23

0,24

0,46

0,10

5,78

0,25

0,00

0,00

0,00

0,80

0,25

1,05

0,12

0,53

0,46

0,00

0,00

0,00

0,35

0,31

0,66

0,21

4,35

0,46

0,00

0,89

0,89

0,00

0,23

0,23

0,16

2,82

0,66

0,00

2,38

2,38

0,44

0,45

0,89

0,74

0,39

0,00

0,00

0,00

0,39

0,21

0,60

0,00

0,00

0,00

0,00

0,43

0,43

1,96

0,52

2,49

0,68

0,46

2,02

0,00

0,77

0,77

0,77

0,34

0,00

0,00

2,01

0,00

0,00

0,00

1,56

0,89

2,45

1,82

0,00

3,14

0,00

0,00

0,00

0,24

0,50

074

0,00

0,33

0,30

0,49

0,49

0,98

0,36

0,34

0,69

0,24

5,22

1,23

0,00

0,00

0,00

0,32

0,17

0,48

0,12

4,04

0,42

0,00

0,00

0,00

0,75

0,15

0,90

0,11

2,11

0,50

0,00

0,38

0,38

1,29

0,20

1,48

0,33

2,49

1,19

0,00

0,12

0,12

0,00

0,24

0,24

0,00

2,22

0,00

0,00

0,00

0,00

0,17

0,12

0,30

0,26

3,16

0,55

0,13

0,00

0,13

0,79

0,24

1,03

041

0,00

0,00

0,44

0,44

0,88

1,44

0,50

1,94

0,83

2,50

1,99

Almonds?

Astringency,
hazelnut ©

Smoke?

Smoke?

Almonds, roasted
almonds, chocolate

and cocoa?

Roasted nuts?

Cocoa, nuts,

coffee, green?

1614

NE

1829

1897

1965

2024

1225

1252

1316

1319

1338
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1613,
07

1693,
90

1857,
38

2023,
7

1226,
09

1314,
26

1338,
56



Pyrazine, ethyl

Pyrazine,2,3-
dimethyl

Pyrazine, 2-

ethyl-6-methyl

Pyrazine,

trimethyl

pyrazine,2,6-
diethyl

pyrazine,2-ethyl-
3,5-dimethyl

pyrazine,
tetramethyl

pyrazine,2,3-
diethyl-5-methyl

2,3,5-trimethyl-
6-ethylpyrazine

Soma

TERPENE

0,00

0,79

0,60

2,72

0,00

0,00

18,9

0,00

0,13

24,4

0,00

0,26

0,44

0,00

4,77

0,69

27,6

0,00

0,00

39,8

0,00

0,30

0,31

3,09

0,00

0,00

12,7

0,00

0,15

17,7

0,00

0,25

0,28

4,21

0,00

0,32

20,5

0,00

0,34

30,9

0,00

0,29

0,48

2,88

0,00

0,23

29,8

0,34

0,00

37,7

0,49

0,70

0,63

2,00

0,11

0,00

19,3

0,00

0,23

25,8

0,00

0,35

0,76

2,34

0,00

0,00

11,2

0,00

1,02

157

0,00

1,45

0,28

4,27

0,19

0,37

14,0

0,36

0,20

24,3

0,00

2,72

2,47

0,00

0,34

13,8

0,00

0,15

22,6

0,00

1,33

1,44

2,78

0,13

0,24

6,43

0,31

0,25

17,8

0,00

0,38

0,00

3,88

0,00

0,00

26,3

0,00

1,82

33,0

0,00

1,54

0,32

3,96

0,00

0,67

19,0

0,14

0,11

32,5

0,00

0,18

0,18

3,03

0,00

0,43

24,7

0,00

0,25

33,3

0,00

0,43

0,48

0,99

0,00

0,12

4,13

0,00

0,00

8,88

0,39

0,86

0,00

2,21

0,00

0,10

6,12

0,00

0,12

13,8

0,00

0,87

0,53

2,34

0,00

0,11

11,7

0,00

0,00

17,8

0,11

0,00

0,21

2,31

0,00

0,00

39,8

0,14

0,29

46,9

0,79

0,54

0,38

1,23

0,00

0,16

10,7

0,00

0,00

14,2

0,00

1,27

0,75

3,92

0,00

0,19

10,7

0,17

0,00

22,3

Peanut butter,

mold, nut*

Cocoa, caramel*

Walnut,
raw potato*

roasted,

Cocoa, roasted

walnuts, peanut*

Earthy,

undesirable °

Chocolate, cocoa,

coffee!

Earthy,

undesirable °

1333

1344

1353

1385

1395

1391

1413

1444

1464

1483

1494

1519
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1343,
79

1352,
70

1395,
19

1407,
35

1445,
87

1464,
30

1484,
35

1498,
08

1518,
84
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5  Ocimen 000 000 000 000 000 019 028 000 000 000 000 028 000 000 000 068 010 016 0,00 Floral, herbal* 1225 1226
2 il
09

1252
5  Linalool 305 1,75 0,00 000 000 000 000 052 019 032 1,10 000 020 013 026 150 000 019 0,15 Floral, pink, sweet' 1500 1571
3 il
83

1570

Soma 305 175 000 000 o000 019 028 052 019 032 110 028 020 013 0,26 218 010 036 0,15

Relative peak areas, obtained by GC-FID. Results presented as means of duplicates. IRL Lit.= linear retention index of literature. IRL Cal.=calculated linear retention index.
NE= not found.

Description of odors according 'ROTTIERS et al, 2019; 2APROTOSOAIE, LUCA, MIRON, 2016; 3ASKYK, et al., 2018; “PINO et al., 2005; SCOUNET et al., 2002; ¢DE
MARIA, MOREIRA, TRUGO,1999; ‘LEMOS et al., 2012; 8FIGUEROU, VARGAS, 2016; SAFOAKWA, 2012.




“u b WN PR

O 00 N O

10
11

12
13
14
15
16
17

18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31
32
33

34
35
36
37

38
39
40
41

|97

Nitriles and Pyridines. Benzonitrile, qualified only in samples from the early harvest of
Aurelino Leall, Porto Seguro2 and Floresta Azull, provides odorous notes of almonds, with a
sensory perception of nuts. It is associated with a characteristic unpleasant odor in old roasted
coffee foods. 2-Methyl-pyridine is associated with astringent notes similar to hazelnut
(BONVECHI, 2005; DE MARIA, MOREIRA, TRUGO, 1999).

Esters. The esters in the nibs samples (4.61-14.3%) were similar to those cited by Moreira et
al. (2018) for fermented Bahian cocoa beans (5-15%), except for samples Ubaitabal,
Jaguaquaral, Ibicarail and Aurelino Leall, which quantified values around 2.36-3.89%, close
to those reported by Calva Estrada et al. al., (2020) in chocolates from Ecuador (2.77%). They
are the second most important class of volatiles, after pyrazines, and are responsible for fruity
and floral notes (APROTOSOAIE, LUCA, MIRON, 2016).

The 3-methyl-1-butanal-acetate, identified in all samples, with the exception of Maraul, and
higher in Itacaré2 (3.51%), Ilhéus2 (2.86%) and Porto Seguro2 (1.29%), all in early period,
suggest the chocolate notes. Ethylacetate and butyrolactone esters were qualified in the
literature as well as in this study, in samples of fermented grains and Bahian hybrid chocolates
(MOREIRA et al., 2018). 2-pentanal, acetate and 2,3-butanedial, diacetate had their highest
percentages in early and main crop periods, respectively.

Furans. Samples Porto Seguro2 (8.5%), Ilhéus 2 and 5 (5.51% and 4.87%), from the early
period, show higher levels of furans. The formation of these compounds may be associated with
the roasting process, through the Maillard reaction (FADEL et al., 2006) and the caramelization
of sugars (TUENTER et al., 2020).

Of the 19 samples analyzed, 10 contained the presence of furaneol, also described in the
literature as strawberry furanone (caramel aroma), especially in the Uruguca2 sample (1.06%)
(RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). According to studies confirmed by EFSA (2017),
furans are compounds that pose potential risks to humans in terms of carcinogenic and
cytogenic effects. However, this chemical class is important in the development of cocoa aroma
and flavor (APROTOSOAIE, LUCA, MIRON, 2016).

In chocolates originating in Venezuela, Mexico and Ecuador, 2-furanmethanol; 5-methyl,2-
furanmethanol and furaneol (CALVA ESTRADA et al., 2020) were qualified, as in this study.
2-furanmethanol showed its highest results during the main season (Urugucal:1.21%,
Belmonte1:0.74% and Ilhéus3 (0.70%) and the lowest in the early period (llhéus2: 0.23% and
Porto Seguro2 (0.22%), inversely to 5-methyl,2-furanmethanol which had its highest values
during the early season (Porto Seguro2 (5.32%, Ilhéus 2 and 5 (3.45 and 3.41%).

In the volatile profile of cocoa nibs from the south of Bahia, compounds such as maltol with
appreciable flavors of roasted nuts were seen. The presence of 4H-Piran-4-one, 2,3-dihydro-
3,5-dihydroxy-6-methyl imparts undesirable burnt and roasted aromas to cocoa, identified in
most samples (Table 2) (ROSTIER et al., 2019c; BONVECHI, 2005).

Pyrazines. Tetramethyl pyrazine is the major compound of this chemical group, reaching
39.89% in Ibicarail. Significant amounts of tetramethyl pyrazine are probably an indicator of
cocoa of the Criollo variety, which brings positive contributions of aroma and flavor to cocoa
and its derivatives (TRAN et al., 2015).
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Trimethylpyrazine, absent in 1lhéus2, was the second largest compound of the pyrazine group,
in percentages of 0.99-4.27%, giving the nibs notes of cocoa, roasted nuts and peanuts,
intensifying the chocolate aroma (ROSTTIERS et al. al., 2019a). Studies with chocolates from
Amazonas, Venezuela, Mexico and Ecuador showed percentage results close to those found in
this research (1.82-4.98%) (CALVA ESTRADA et al., 2020).

Research carried out on cocoa liquors in Ghana by Hinneh et al., (2019) and in Ecuador by
Rosttiers et al., (2019a), on Ivory Coast chocolates by Assi-Clair et al., (2019), and on the nibs
de Criollo by Ascrizzi et al., (2017), identified the predominance of tetramethylpyrazine in
relation to the other pyrazines. Other examples of pyrazines reported in the samples were
methyl pyrazine; 2,5-dimethyl-pyrazine; 2,6-dimethyl-pyrazine; 2,3-dimethyl-pyrazine and 2-
ethyl-6-methyl-pyrazine, all of which contributed appreciable aromas of almonds, roasted
almonds, chocolate and cocoa. 2-Ethyl,2,5-dimethyl-pyrazine and 2,3-diethyl-5-methyl-
pyrazine impart undesirable earthy and roasted aromas (AFOAKWA, 2012) as noted in 1lhéus
5, Itacaré3, Uruguca2, Porto Seguro2, Ibicarail and Floresta Azull, at rates below 0.7%. These
pyrazines were also recognized in research carried out by Frauendorfer and Schieberle (2019)
on roasted cocoa beans from Ghana.

Terpenes. In the early period, it was possible to identify the highest concentrations of ocimene:
Jaguaquaral (0.68%), Itacaré2 (0.28%), Porto Seguro?2 (0.28%), Itacarél (0.19%) and Aurelino
Leall (0 .16%) (Table 2). Linalool and ocimene are related to floral notes and the potential for
fine cocoa. According to the literature, linaol and ocimene were found in cocoa pulp and in
greater amounts in the pulp than in cotyledons (KADOW, et al., 2013; PINO, CEBALLOS,
QUIJANO, 2010).

Key scents and technological markers

Fourteen compounds in the samples were identified as key aroma markers and technological
markers, which, according to the study by Magagna et al., (2017), help to determine the
aromatic properties and quality of cocoa. Among the 19 samples of nibs analyzed, 5 key aromas
were found: acetic acid; phenylethyl alcohol; 3-methyl-1-butanal; and trimethyl and 2-ethyl-
3,5-dimethyl pyrazines. Technological markers were: 2,3-butanediol; 2-furan methanol; and
methyl pyrazines; 2,5-dimethyl; 2,6-dimethyl; ethyl; 2,3-dimethyl; 2-ethyl,6-methyl and
tetramethyl.

The pyrazine group had the highest number of recognized markers, and percentages in all
samples (reaching 46.2% in Ibicarail), with the exception of Maraul and Jaguaquaral, in which
the acid group was more pronounced. The predominance of pyrazines in Criollo cocoa nibs was
similarly mentioned by Ascrizzi et al. (2017). However, different results for chocolate samples
from hybrid cacao trees from Bahia, Brazil, where Visitin et al. (2017) did not detect the
presence of pyrazines in their samples and Moreira et al. (2018) identified low values (<<10%).
Pyrazines can be influenced by several parameters, such as the type and time of fermentation,
climatic conditions, maturation and storage of the bean, type of cocoa and percentage variations
of pulp/bean. In addition, chocolate processing can influence its development (MOREIRA et
al., 2018).

With negative aspects, acetic acid, seen in all samples, is considered a serious index of a
defective aromatic quality of cocoa beans (ASSI-CLAIR et al., 2019). As for the results in
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Marall, the percentage (20.48%) is similar to that reported by Calva Estrada et al. (2020) in
chocolate samples from the Amazon (22.4%).

Phenethyl alcohol is quite active in odor in cocoa liquors and chocolates, characterized with its
typical notes of honey and flowers (TUENTER et al., 2020) and with results in all nibs samples.
These are also in the samples of fermented grains from Bahia de Moreira et al. (2018). Only in
samples Ilhéus 2 and 3 was it possible to identify the marker 2,3-butanediol.

The technological marker 2-furan methanol, with a burnt aroma, is seen in llhéus 2, 3 and 4,
Itacaré2, Urugucal, Porto Seguro 1 and 2 and Belmontel, and also in chocolates from
Venezuela according to Calva Estrada et al., (2020). In all results, except Maraul, the key aroma
3-methyl, butanal (malty aroma) was identified.

Thus, the samples of Bahia nibs in this study present in their volatile composition essential
desirable markers, such as pyrazines and phenylethyl alcohol, volatile compounds present in
fine cocoa. Evidencing its potential for the production of fine chocolates.

Principal Components Analysis (PCA) and Hierarchical Grouping (AHA)

Principal Component Analysis-PCA (Figure 1) was performed in order to correlate volatile
compounds with their localities of origin. The volatile compound data were plotted based on
the application of variance in the relative percentages of chemical compounds calculated from

the total volatile content in the chromatograms.
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Fig. 1 Principal Component Analysis Score and Factor loading of volatile compounds in roasted cocoa nibs.

The results of scores of the first principal components, CP1 and CP2 (Figure 1) explained
respectively 52.36% and 23.59% and demonstrated the variance stored in each principal
component expressed by the eigenvalues of the standardized matrix. The first two factors are
responsible for 75.95% of variability. Through the PCA, it was verified that the pyrazine group
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Is predominant over the others, and its presence is inverse to that of groups such as acids.
Pyrazines are positively correlated with samples from Porto Seguro 1 and 2, llhéus 2, 4 and 5,
Ibicarail and Belmontel. The samples referring to the locations of Itacarél, Jaguaquaral, Ilhéus
1 and 3 and Maraul, are found in the third quadrant, and are negatively related to the chemical
group of acids, terpenes and nitriles, notably to acetic acid in Maradl. This carboxylic acid
connotes vinegar and fermented aromas, its presence is undesirable (APROTOSOAIE, LUCA,
MIRON, 2016).

The other chemical groups: aldehydes, phenols, esters, ketones, furans and alcohols, were
grouped in the second quadrant and negatively concatenated samples Aurelino Leall,
Ubaitabal, Uruguca 1 and 2, Itacaré 2 and 3 and Floresta Azull.

The hierarchical analysis is based on the similar characteristics of the samples, through the
construction of a dendrogram (Figure 2). Three distinct groups were formed. The first had nine
samples, all located in the 1lhéus-Itabuna Microregion, with the exception of Maradl, which is
in the Valenga Microregion. This group, characterized by: high levels of aldehydes, ketones
and phenols (Figure 3). Furthermore, alcohol, appreciated in fine cocoa, is the majority in this
first group (Figure 3). Of the nine samples, six were collected in the main season and the others
in the early season.
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0,370906 -+
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Fig. 2 Hierarchical cluster analysis of roasted cocoa nibs samples regarding the profile of volatile compounds.

In the second group, samples Ilhéusl and 4, collected in the main harvest, were correlated with
the highest percentages of acids (Figure 3), especially acetic acid. However, there was a more
pronounced identification of terpenes: linalool and ocymene (Figure 3), substances normally
found in high quality cocoa. The presence of acids in cocoa products is associated with
unfavorable sensations of smell and taste. Regarding the place of origin, the municipalities
belong to different microregions, Jaguaquara from the Microregion of Jequié and the other
IIhéus, Itacaré and Belmonte from the Microregion of llhéus-Itabuna.
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Fig. 3 Bar graph of the three groups formed by the similarities of the roasted cocoa nibs.

Samples Ilhéus 2 and 5 are located in the third group and were similar in terms of the early
harvest period, and the majority concentration of pyrazines, esters and furans (Figure 3). Porto
Seguro 1 and 2, in the same group, indicate equivalence between the main and early harvests.

The samples that constituted groups 1 and 2 are mostly collected in the main harvest and group
3 in the early season, indicating a greater presence of esters and furans in the early harvest
period and of other chemical compounds in the main harvest period. (Figure 4). The presence
of pyrazines, the major component, was described, according to this study, in high levels
regardless of the harvest period. Itacaré 1 and 3 are located in group 1, although they have a
different harvest period, while Itacaré2 in the early period is not grouped with Itacarél.

The group of acids, as well as aldehydes, ketones and terpenes present higher concentrations in
the main harvest period, while alcohols, esters and furans in the early harvest (Figure 4).
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Fig. 4 Score and factor loading of Principal Component Analysis of volatile compounds in nibs in different harvest
periods, P (principal) and T (off season).
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Several conditions such as climate, soil, harvest, fermentation and drying variables affect the
quality of cocoa, which may be the factor responsible for the samples showing limited similarity
(ACIERNO et al., 2016).

4 CONCLUSION

The volatile profile of nibs from southern Bahia was characterized by ten chemical groups:
pyrazines, alcohols, phenols, aldehydes, ketones, acids, esters, nitriles and pyridines, furans and
terpenes. Phenylethyl alcohol was identified in all samples, an important, perceptible and
appreciated key aroma, with the highest concentration in the alcohol class. Acetic acid, another
key aroma, dominated the group of acids, detected in all samples tested and its highest content
was described in Marad 1. The predominant chemical class in general in the samples were
pyrazines, followed by acids and esters.

The study showed that there was a relationship of similarity between the samples regarding the
parameters of geographic location, evidencing the search for the Denomination of Origin seal
to be concise. The samples referring to the municipalities of IIhéus, Porto Seguro and Uruguca
showed such behavior, aggregated by region in the dendrogram presented. The parameter of
harvest period, main and early harvest, also directly affected the volatile composition of the
samples, the early period was marked by the more accentuated presence of esters and pyrazines,
and lower acids, which would provide a good quality chocolate, since the main crop, despite
also being identified by a dominant percentage of pyrazines, the acids were perceived in a
superior way when compared to the early period crop.

The volatile profile of the samples is marked by a high concentration of pyrazines, especially
tetramethyl pyrazine, a parameter similar to that of high quality cocoa of the Criollo variety.
External parameters such as fermentation, drying and roasting time were similar for all samples,
demonstrating that geographic locations, as well as the planting and harvesting period, directly
interfere in the quality of the final product.
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