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RESUMO

O Brasil é o sétimo maior produtor mundial de cacau, e a as regibes Norte e
Nordeste sao responsaveis por mais de 98% da producdo de améndoas no pais.
Apos periodo de dificuldade devido a crise da Vassoura de Bruxa provocada pelo
fungo Moniliophthora Perniciosa, os produtores juntamente com o0s centros de
estudos de cacau comecgaram a investir na elaboragdo de matéria-prima com maior
resisténcia e qualidade tecnoldgica para se diferenciar e buscar novos nichos de
mercado. Um das alternativas foi o investimento em lavouras monoclonais de cacau,
de tal forma que se torna necessério a quantificacdo de pardmetros que diferencie
essas variedades que irdo gerar produtos exclusivos. A améndoa de cacau possui
uma constituicdo complexa e que varia de acordo com fatores externos como clima,
temperatura, indice pluviométrico, e fatores internos como composicao fisico-quimica
e variedades. Ha um interesse crescente no cacau e nos produtos feitos a partir
desse pelo elevado teor de compostos com atividade biolégica. Diante do exposto,
esse trabalho teve como objetivo quantificar compostos bioativos, capacidade
antioxidante de cacau, nibs e chocolate de cinco variedades (SR162, PH16, BN34,
CEPEC2002 e TSH1188) e assim contribuir com a producdo e comercializacao de
chocolates monovarietais conquistando o mercado de alimentos funcionais. Foi
guantificado teor de compostos fendlicos totais, flavondides, antocianinas, atividade
antioxidantes DPPH, FRAP e CUPRAC por método espectofometrico, metilxantinas
(cafeina, teobromina), fendis monoméricos (acido galico, catequina e epicatequina)
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) das variedades de cacau, nibs e
chocolate. Foi aplicada andlise estatistica ANOVA, teste de Tukey (p<0,05) e
técnicas quimiometricas (analise de componentes principais e andlise hierarquica)
para tratamento dos resultados objetivando discriminar as variedades a partir dos
parametros analisados. Os resultados demostraram que ha diferengas significativas
entre as variedades sendo a variedade SR162 de cacau, nibs e chocolate a que
apresentou menores valores para compostos fendlicos totais, catequina,
epicatequina, acido galico, cafeina, flavonoides e antocianinas e maior valor de
DPPH por precisar de uma maior quantidade de amostra para sequestro de radical.
A variedade TSH1188, em todas as matrizes, apresentou os valores mais altos de

compostos fendlicos totais, catequina, epicatequina, acido galico, cafeina,



flavondides e atividade antioxidante FRAP. O teor de teobromina foi maior na
variedade BN34 e menor na CEPEC de todas as amostras analisadas. A analise de
PCA mostrou que as variedades tém caracteristicas relacionadas com a sua
composicdo em compostos bioativos, classificando quatro grupos bem definidos,
pois as variedades BN34 e PH16 tiveram caracteristicas semelhantes. Conclui-se
que os chocolates monovarietais dessas variedades possuem caracteristicas em
termo de compostos bioativos diferentes, contribuindo assim na producdo de

chocolates funcionais, podendo conquistar novos nichos de mercado.

Palavras-chave: Theobroma cacao L., compostos fendlicos, atividade antioxidante e
chocolate.



ABSTRACT

Brazil is the seventh largest producer of cocoa in the world, and the North and
Northeast regions account for more than 98% of almond production in the country.
After a period of difficulty due to the witch broom crisis caused by the fungus
Moniliophthora Perniciosa, the producers together with the cocoa research centers
began to invest in the elaboration of raw material with greater resistance and
technological quality to differentiate and seek new niches of Marketplace. One of the
alternatives was the investment in monoclonal cocoa crops, in such a way that it
becomes necessary to quantify parameters that differentiate these varieties that will
generate exclusive products. Cocoa almond has a complex constitution and varies
according to external factors such as climate, temperature, rainfall index, and internal
factors such as physicochemical composition and varieties. There is a growing
interest in cocoa and cocoa products because of the high content of compounds with
biological activity. The objective of this work was to quantify bioactive compounds,
antioxidant capacity of cocoa, nibs and chocolate of five varieties (SR162, PH16,
BN34, CEPEC2002 and TSH1188) and thus contribute to the production and
commercialization of monovarietal chocolates conquering the market of functional
foods. It was quantified the total phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins,
antioxidant activity DPPH, FRAP and CUPRAC by spectophometric method,
methylxanthines (caffeine, theobromine), monomeric phenols (gallic acid, catechin
and epicatechin) by high performance liquid chromatography (HPLC) varieties of
cocoa, nibs and chocolate. Statistical analysis ANOVA, Tukey's test (p <0.05) and
chemometric techniques (main component analysis and hierarchical analysis) were
applied to the results, aiming to discriminate the varieties from the analyzed
parameters. The results showed that there were significant differences among the
varieties, with the SR162 variety of cocoa, nibs and chocolate being the one with the
lowest values for total phenolic compounds, catechin, epicatechin, gallic acid,
caffeine, flavonoids and anthocyanins, and higher DPPH values. a larger amount of
sample for radical sequestration. The TSH1188 variety, in all matrices, showed the
highest values of total phenolic compounds, catechin, epicatechin, gallic acid,
caffeine, flavonoids and FRAP antioxidant activity. Theobromine content was higher
in the BN34 variety and lower in the CEPEC of all samples analyzed. The PCA
analysis showed that the varieties have characteristics related to their composition in

bioactive compounds, classifying four well defined groups, because the varieties



BN34 and PH16 had similar characteristics. It is concluded that the single-varietal
chocolates of these varieties have in term characteristics of different bioactive
compounds, thus contributing to the production of functional chocolates, which can

conquer new market niches.

Keywords: Theobroma cacao L., Phenolic compounds, antioxidant activity and chocolate.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o sétimo maior produtor de cacau, atras da Costa do Marfim, Gana,
Indonésia, Equador, Camardes e Nigéria (ICCO, 2017). O mercado do cacau
apresenta um crescimento concomitante ao aumento da procura da populagao por
produtos feitos a partir dele, como chocolates. Os chocolates sao definidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como produtos feitos a partir da
mistura de derivados de cacau (Theobroma cacao L.), massa (ou pasta ou liquor) de
cacau, cacau em pé e ou manteiga de cacau, com outros ingredientes, contendo, no
minimo, 25 % (g/100 g) de solidos totais de cacau. Os chocolates com apelo
saudavel seguem a tendéncia em alimentos funcionais, ou seja, com beneficios a
saude além da nutricdo essencial. Com isso, verifica-se uma elevada demanda de
consumo de chocolates com alto teor de cacau (KLINKE, 2005). Isso se deve ha
presenca de compostos bioativos presentes no cacau que exercem atividade
bioldgica positiva no organismo como atividade antioxidante e substancias, como
metilxantinas, que sao alcaldides com efeito estimulante no cérebro. Esses bioativos
possuem a capacidade de neutralizar a acdo dos radicas livres e espécies nao
radicais ou participar dos sistemas enzimaticos com tal capacidade.

Os polifendis do cacau representam, em média, 12-18% do total peso em
base seca sendo os principais os flavondides, catequina e epicatequina (MENG et
al., 2009). Os representantes das metilxantinas sdo a teobromina, estimulante do
sistema nervoso central, e a cafeina que tem acdo diurética e contribui para o
controle da presséao arterial ( WEISBURGER; CHUNG, 2002).

O programa de melhoramento genético do cacaueiro estd sendo implantado
desde a infestacdo da Vassoura de Bruxa, e da forma como vem sendo conduzido
no Brasil, certamente resultara no aumento da produtividade de améndoas de cacau
a médio e longo prazo. Além disso, € possivel a partir desses clones a producéo de
chocolate varietal que é produzido com améndoas de cacau provenientes de regides
geograficas e populacdes varietais determinadas, sendo que fatores genéticos além
de climaticos como solo, quantidade e periodo de chuvas, temperatura, umidade,
levam a perfis especificos exclusivos (LUNA et al., 2002). Ja existe aumento da
demanda por améndoas especiais: cacau fino que é definido por um mercado
restrito e altamente exigente. O cacau fino é assim conhecido por suas

peculiaridades aromaticas (frutado, floral, picante, notas de nozes e caramelo) e de
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maciez. Esse tipo de matéria-prima da origem aos chocolates finos, também
conhecidos como chocolate gourmet.

No entanto, cabe ressaltar a importancia da avaliacdo das caracteristicas
quimicas, fisicas, fisico-quimicas e sensoriais, bem como o desempenho tecnoldgico
de produtos finais elaborados a partir dos clones desenvolvidos. Os aspectos
bioguimicos e quimicos da semente do cacau sdo pesquisados, pois apesar do fruto
naturalmente ndo apresentar tais caracteristicas de aroma e sabor, eles determinam,
durante as etapas de poés-colheita (fermentacdo e secagem) e processamento
(torracdo e conchagem), o flavour do chocolate, atributo que o torna unico e
inigualavel. O sabor do chocolate é composto por muitos compostos cuja formacéo
depende também da genética e ambiente onde o cacau € cultivado (BRUNETTO et
al., 2007). Um dos compostos que dependem da genética é o teor de polifendis
(NOORSOFFALINA et al., 2009), que sao responsaveis pela adstringéncia
contribuindo para a amargura (MISNAWI et al., 2004) e que por outro lado séo
responsaveis pela alta atividade antioxidante.

Neste contexto, estudos das caracteristicas quimicas das variedades de
cacau e chocolates produzidos a partir delas, se faz necessario para melhor
valorizacdo do mercado de chocolates especiais, finos e/ou gourmet potencializando
as suas diferenciagdes e qualidades.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo geral a quantificacdo de compostos bioativos
e determinacdo da atividade antioxidante de cacau, nibs e chocolates de cinco
variedades de clones de cacau, visando assim, contribuir para melhoria da qualidade
dos chocolates produzidos na regido Sul da Bahia, buscando a agregacao de valor

do produto final e a conquista de novos nichos de mercados.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Identificar as variedades a serem estudadas na regido Sul da
Bahia;

o Classificar as améndoas de cacau;

o Quantificar os compostos fendlicos totais das améndoas, do nibs

e chocolates de cada variedade estudada;

) Quantificar flavondides e antocianinas das améndoas, do nibs e
chocolates de cada variedade estudada;

) Quantificar os fendis monoméricos das améndoas, do nibs e
chocolates de cada variedade estudada;

. Determinar a atividade antioxidante pelo método DPPH, FRAP,
CUPRAC das améndoas, do nibs e chocolates de cada variedade estudada;

o Correlacionar o teor de fendlicos e atividade antioxidante entre
as variedades;

o Correlacionar a presenca de compostos fendlicos, atividade

antioxidante entre o cacau, nibs e chocolates de uma mesma variedade.
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CAPITULO |
REVISAO DE LITERATURA
1. BIOATIVOS

1.1. Radicais livres e Atividade antioxidante

Sao considerados radicais livres atomos ou moléculas que contém elétrons
nao pareados, capazes de existirem independentemente e que tém sua reatividade
guimica aumentada em relacdo as espécies pareadas (DUTRA-DE-OLIVEIRA;
MARCHINI, 2008). Em condi¢des fisiologicas, 0s organismos aerdbicos metabolizam
85% a 90% do oxigénio (O,) consumido na mitocondria, por meio da cadeia
transportadora de elétrons. Os restantes 10% a 15% s&o utilizados por diversas
enzimas oxidases e oxigenases e, ainda, por reacdes quimicas de oxidacéo direta
(KOURY; DONANGELO, 2003). Na mitocondria, o O, sofre redugéo tetravalente,
com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formagédo de agua. A enzima
catalisadora dessa reacdo € a citocromo oxidase. Na parte terminal da cadeia
transportadora de elétrons, a referida enzima oxida quatro moléculas de citocromo ¢
removendo um elétron de cada uma delas. Esses elétrons sdo adicionados ao O;
para formar 4gua. A acdo da citocromo oxidase (reacdo 1*) controla a geracédo de
radicais livres, impedindo sua geragcao excessiva na mitocondria. No entanto, cerca
de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados para outra
via metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando origem aos radicais livres
(KOURY; DONANGELO, 2003; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004). Os radicais livres apresentam alta reatividade molecular
principalmente com lipidios e proteinas das membranas celulares e também com o
DNA (&cido desoxirribonucléico). Sdo responsaveis por favorecer o aparecimento de
diversas injurias, entre elas o cancer, diabetes e aterosclerose (PEREIRA,;
PEREIRA, 2012).

*Reacdo 1 — reducéo tetravalente do oxigénio O, + 4e- + 4H+ — 2H,0 +
energia

A adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental
gera a formacgado do radical superéxido-O, - (reagcdo 2). O superéxido ao receber
mais um elétron e dois ions hidrogénio forma perdxido de hidrogénio (H.0,), através
do processo chamado dismutagdo (PAL YU,1994). Essa reacdo é catalisada pela

enzima superéxido dismutase (SOD) que é encontrada em quantidades elevadas
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nas células de mamiferos e que acelera a reagdo a 104 vezes a frequéncia para
dismutacdo espontanea num pH fisioldgico (reac¢do 3). Quando o H,O, recebe mais
um elétron e um ion hidrogénio, é formado o radical hidroxil (OHe), que € o mais
reativo dos intermediarios, pois pode reagir e alterar qualquer estrutura celular que
esteja préxima e assim influenciar enzimas, membranas ou &cidos nucléicos
(JENKINS, 1988). O radical hidroxil pode ser formado quando o H,O, reage com
ions ferro ou cobre (reacdo 4 ). A reacao é conhecida como Reacdo de Fenton. Os
ions de metais de transicdo podem também catalisar a reacdo entre H,O, e
superoxido, conduzindo a producdo de radical hidroxil (reacdo 5), a chamada
Reacdo de Haber-Weiss. Os radicais superoxido e hidroxil tém elétrons
desemparelhados em sua Orbita mais externa e sdo, portanto, chamados radicais
livres. O peroxido de hidrogénio ndo € um radical livre; no entanto, representa um
metabolito de oxigénio parcialmente reduzido. Outras espécies reativas de interesse
sdo o0s oxigénios singletes, que sao formas de oxigénio spin-alteradas. Esses
metabdlitos derivados do oxigénio, considerados em conjunto, sdo denominados
espécies reativas de oxigénio (ERO), em funcédo da sua aumentada reatividade para
as biomoléculas (FISCHER, 1987), e em geral alteram o tamanho e a forma dos
compostos com os quais eles interagem. Além disso, o radical superéxido pode
reagir diretamente com o 6xido nitrico (NO), um radical livre centrado no nitrogénio,
gerando peroxinitrito. Este pode levar a formacdo de um oxidante com
caracteristicas do radical hidroxil (reacdo 6). Cada ERO tem suas proprias
caracteristicas, mostrando diferentes reatividades e tempos de meia-vida (DEL
MAESTRO, 1980).

Reacdo 2: O, +e- — 0, "

Reacdo 3:2 0, + >2H" %P H,0,

Reacdo 4: Fe**/Cu* + H,0, — OH' + OH™ + Fe**/Cu®*

Reacdo 5: H,0, + >0, ™ ™ OH" + OH + O,

Reacdo 6: O, "+ NO — ONOO — ONOO + H" — OH’

O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas néo
radicais. Tais acdes podem ser alcancadas por meio de diferentes mecanismos de
acdo: impedindo a formacé&o dos radicais livres ou espécies nédo radicais (sistemas
de prevencao), impedindo a acédo desses (sistemas varredores) ou, ainda,

favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas biolégicas lesadas (sistemas
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de reparo). Usualmente, esse sistema é dividido em enzimético e ndo enzimatico.
No ultimo caso, € constituido por grande variedade de substéncias antioxidantes,
gue podem ter origem enddgena ou dietética. Os antioxidantes sao definidos como
qualquer substancia que, presente em menores concentracdes que as do substrato
oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo deste de maneira eficaz. Tais
substancias podem agir diretamente, neutralizando a acao dos radicas livres e
espécies nao radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com
tal capacidade.

Como as ERO sé&o continuamente formadas em pequenas quantidades pelos
processos normais do metabolismo, todas as células possuem mecanismos para
mitigar seus efeitos agressores. Cabe salientar que a composicdo das defesas
antioxidantes difere de tecido a tecido, de tipo de célula a tipo de célula e
possivelmente de célula a célula do mesmo tipo, em um dado tecido (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999). O sistema de defesa antioxidante esta dividido em enzimético
e ndo enzimatico. O primeiro inclui as enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A catalase desempenha importante
papel na eliminagdo do H,O,, promovendo a sua catdlise até dgua. A GPx também
funciona como mecanismo de protecdo contra o estresse oxidativo, convertendo a
glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG), removendo H,0, e
formando agua como demonstrado na reacdo 8 (FERRARI et al., 1985). Dessa
forma, tanto a CAT quanto a GPx evitam o acumulo de radical superdxido e de
perdxido de hidrogénio para que ndo haja producao de radical hidroxil, contra o qual
nao existe sistema enzimatico de defesa(PAL YU,1994). O perfeito equilibrio entre
as enzimas antioxidantes (CuzZnSOD, MnSOD, CAT, GPx) € importante para a
manutencdo da integridade celular. JA o sistema ndo enziméatico inclui compostos
sintetizados pelo organismo humano como bilirrubina, ceruloplasmina, horménios
sexuais, melatonina, coenzima Q, acido Urico, e outros, ingeridos através da dieta
regular ou via suplementagdo como acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (precursor de vitamina A) e grupos fendis de plantas
(flavonoides). Em estudos reportados na literatura utilizando coragdes isolados de
ratos, em um modelo de perfusdo coronariana (Langendorff), demonstrara-se que
tanto a vitamina A quanto o Trolox (analogo hidrossolivel da vitamina E) agiram
reduzindo os niveis de lipoperoxidagdo e os efeitos inotropico, cronotrépico e

lusitropico negativos induzidos por H,O,. Isto se deve a capacidade quencher de
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oxigénio singlete de ambas as vitaminas. Um quencher € uma molécula que capta a
energia de excitacdo do oxigénio singlete para si, levando-o ao estado fundamental
e tornando-se excitada (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

ReagAo 7: H0; + H0, “A) 0, + 2H;0

Reagdo 8: 2GSH + H,0, °™*\GSSG + 2H,0

1.2. Bioativos no cacau

Os compostos bioativos sdo substancias com atividade biolégica encontradas
em alimentos. Alguns deles sdo nutrientes ja reconhecidos como tal e outros
parecem ndo ter fungdo como nutriente, mas sdo extremamente importantes para a
manutencdo da saude humana. Dentre os compostos bioativos mais estudados
estdo os compostos fendlicos e as metilxantinas (MACIEL, 2017).

Os fendlicos sdo um grupo de compostos que abrangem grande variedade de
estruturas, sendo que sempre apresentam ao menos um anel aromatico contendo
grupamentos hidroxilas. Estes compostos sdo originados do metabolismo
secundério de vegetais sendo encontrados na forma livre ou ligados a agucares e
proteinas (ARAUJO, 2011). Na maioria dos vegetais s&o encontrados uma gama de
compostos fendlicos. Sdo substancias de estruturas quimicas heterogéneas e estédo
representados desde estruturas quimicas simples até outras complexas, como 0s
taninos. O efeito biolégico dos acidos fendlicos € devido ao local da ligacdo, a
posicao dos grupamentos hidroxil, e o tipo de substituintes no anel aromatico (RICE-
EVANS; MIILLER; PAGANGA, 1996). A presenca de diferentes substituintes na
estrutura do fenol modula a sua propriedade antioxidante, em particular a sua
capacidade de doar hidrogénio. Em geral, fendis sem substituicdo sdo inativos como
doadores de hidrogénio, e monofendis sdo menos inativos que polifendis. A
introdugcéo de grupos eletrodoadores tal como grupo hidroxila na posi¢do orto ou
para aumenta a atividade antioxidante do acido fendlico, assim como a presenca de
um grupo carboxila e quando este € separado do anel aromatico também aumenta.
Portanto, acidos cinamicos sdo mais efetivos como antioxidantes que o0s acidos
benzoicos (GULCIN, 2012).

Ha varias décadas sabe-se que as sementes do cacaueiro (Theobroma cacao
L.), apresentam elevado teor de polifendis, entre 12 e 20% de seu peso seco e

desengordurado, considerado bastante elevado em comparagdo a outros vegetais
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(SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003; BRITO, 2000; SANBONGI et al., 1998; KIM e
KEENEY, 1984). Segundo BRITO (2000), 60% desses compostos sdo procianidinas,
na forma de flavan-3-ols condensados, contendo entre 2 e 18 moléculas de (+)-
catequina ou (—)-epicatequina. Segundo LANGE e FINCKE (1970) citados por
WOLLGAST e ANKLAM (2000), cotiléedones de sementes despigmentadas do
cacaueiro (cotilédones brancos ou violaceo-claros) apresentam teor 33% mais baixo
de compostos fendlicos em relacdo as sementes pigmentadas (coloracéo violacea

intensa).



Figura 01- Principais polifendis encontrados no cacau

Polifendis do cacau

Taninos (Polifendis
poliméricos)

Procianidinas:

Aniratentiina

Taninos condensaveis

Procianidina B1 = epicatequina-(4B-8)- catequina
Procianidina B2 = epicatequina-(43-88)- epicatequina
Procianidina B3 =
Procianidina B4 =
Procianidina B5 = epicatequina-(4B-86)-epicatequina
Procianidina C1 = epicatequina-(4B-88)-epicatequina-(43-88)-

catequina-(4B-88)- catequina
catequina-(4p3-8)-epicatequina

Flavondides

Flavandis
(-)-epicatequina
(+)-catequina
(+)-galocatequina
(+)-epigalocatequina

Antocianidinas
3-a-D-galactosidil-cianidina
3-B-1-arabinosidil-cianidina

Flavanonas
Naringenina
Naringenina-7-O-
glucosideo

Flavonas

Luteolina
Luetolina-6-C-glucosiideo
Aigenina-6-C-glucosideo

Fonte: EFRAIM et al., 2011.
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Diversos pesquisadores tém trabalhado na separagao, identificagéo,
quantificacdo e aplicacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando
muitos problemas metodologicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de
substancias, sdo, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos e
susceptiveis a acdo de enzimas (KING, YOUNG, 1999). Os métodos realizados em
andlises de compostos fendlicos podem ser classificados em determinacdo de
compostos fendlicos totais, quantificacdo individual e/ou de um grupo ou classe de
compostos fendlicos (MOURE et al., 2001). O método mais utilizado para
quantificacdo de fendlicos totais em cacau € Folin-Ciocalteu. Esse método consiste
na mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o
tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6* porém, em presenca de certos
agentes redutores, como o0s compostos fendlicos, formam-se os chamados
molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos
metais esta entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracédo
das substancias redutoras (MOYER et al., 2002). Esse método ndo € um método
especifico, pois detecta todos os grupos fendlicos presentes no extrato, incluindo
aquelas proteinas extraiveis. Outra desvantagem € a interferéncia de reduzir

substancias como acido ascorbico (NACZK, 2004).

1.2.1. Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos de baixa massa molecular, consistindo de
quinze atomos de carbono, arrumados na configuracdo C6-C3-C6. Essencialmente a
estrutura consiste de dois anéis aromaticos, A e B, ligados por uma ligacdo 3-
carbono, usualmente na forma de um anel heterociclico (Figura 4). Um anel
aromatico é derivado da via acetato/malonato, enquanto que o outro € derivado da
fenilalanina por meio da via chiquimato (IGNAT et al., 2011). Entretanto, variacdes
estruturais dentro dos anéis subdividem os flavonoides em diferentes classes
(antocianinas, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonois e flavanois), com as
principais encontradas/estudadas em cacau sdo catequinas (flavan-3-ols ou
subclasse flavonol) e procianidinas (catequinas oligoméricas e poliméricas). As
catequinas monomeéricas predominantemente no cacau sao (+)-catequina e (-)-

epicatequina (OSMAN et al., 2004).

Figura 02 - Estrutura de moléculas de flavonoides
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(+)-Catequina (-)-Epicatequina

OH
OH OH

OH
O OH O OH
HO o) OH o

OHHO ‘ 0 OH
OH OH

(-)-Epigalocatequina (-)-Epicatequina galato

1.2.2. Metilxantinas

Além dos compostos fendlicos, o cacau apresenta metilxantinas em sua
composi¢do (MARIA; MOREIRA, 2007). Essas substéncias sé8o responsaveis por
alteragcbes no organismo humano, agindo sobre o0s sistemas nervoso central,
cardiovascular, renal e digestivo. Os efeitos sdo qualitativamente semelhantes, mas
guantitativamente diferentes, em funcdo disso, sdo empregadas com diferentes
finalidades terapéuticas (BRUNETON, 1991).

Figura 03- Estrutura quimica das metilxantinas
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it Ft Cafeina (Ri=R2=CHb)
RIH P Teofilina (R1=CHs3, R2=H)
> Teobromina (R1=H, R2=CH3)
EH_1

Fonte: MARIA; MOREIRA, 2007.

A teobromina e cafeina sdo as principais metilxantinas encontradas nas
sementes de cacau, sendo a primeira mais predominante (BRUINSMA e TAREN,
1999). Os efeitos fisioldgicos na salde humana mais comuns da cafeina incluem
estimulacdo do sistema nervoso central, dos musculos cardiacos, do sistema
respiratorio e da secregao de acido gastrico. Também € considerada como um
diurético fraco e relaxante muscular. A teobromina (3,7-dimetilxantina) tem acé&o
diurética, estimulante, com menor efeito sobre o sistema nervoso central, ajuda no
tratamento dietético da aterosclerose, e pode contribuir positivamente para o
controle da pressdo arterial a partir do aumento no consumo do cacau e do
chocolate amargo (ALVES, BRAGAGNOLO, 2002; WEISBURGER, CHUNG, 2002).
A teofilina aumenta o fluxo sanguineo renal e a filtracdo glomerular, demonstrando a
atividade diurética destas (SIMOES et al., 2004).

1.3. Mecanismos de atividade antioxidante e quantificacéo

de bioativos

Pesquisas sobre antioxidantes aumentaram consideravelmente nos ultimos
anos, assim como o0 numero de métodos propostos para medir a atividade
antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Entretanto, muitos antioxidantes
naturais sdo multifuncionais e sua atividade em alimentos heterogéneos nao pode
ser avaliada por um unico método (FRANKEL; MEYER, 2000). Os métodos
espectrofotométricos tem sido adotados para medir 0os niveis dessas atividades in
vitro .Entres estes, os mais comuns encontrados na literatura para a determinagéo
da atividade antioxidante em cacau e chocolate destaca-se o DPPH (1,1- difenil-2-
picrilhidrazil) e FRAP (potencial antioxidante de reducé&o do ferro).

Podem ser utilizadas abordagens diretas e indiretas para determinacdo da
atividade antioxidante. Os métodos indiretos estuda a habilidade do antioxidante em
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capturar radicais livres, 0 que ndo necessariamente corresponde a real degradacao
oxidativa, embora em alguns casos a doacao de &tomos de hidrogénio (ou elétrons)
correlacione-se com a atividade antioxidante. J& os métodos diretos baseiam-se no
estudo do efeito que um alimento contendo antioxidantes é capaz de induzir na
degradacdo oxidativa de um sistema em analise (ROGINSKI; LISSI, 2005). A maioria
dos métodos empregados apresenta 0 mesmo principio, onde um radical colorido
sintético é empregado e/ou um compostos redox-ativo € gerado, e a habilidade da
amostra biologica de eliminar o radical ou reduzir o composto redox-ativo €
monitorado por espectrofotdmetro UV-Vis-Fluorescéncia (FLOEGEL et al., 2011). Os
métodos podem ser divididos pelos diferentes mecanismos que sao: transferéncia
do atomo de hidrogénio (TAH), transferéncia simples de elétrons (TSE) e/ou a
mistura entre TAH e TSE. O TAH funciona quando o extrato vegetal com
propriedade antioxidante inibira o radical livre através da doacdo dos atomos de
hidrogénio e tornando mais estavel o radical livre (Equacédo 1) (CRAFT et al., 2012).

(1) (n) RO2++ArOH—(n) ROOH+ArO-

Outro possivel mecanismo que pelo qual um composto antioxidante pode
desativar um radical livre é pela transferéncia de elétrons, no qual o antioxidante
transfere um simples elétron para o ERO. Entéo, o radical catibnico resultante é
desprotonado pela interacdo com a agua e o resultado final da reacdo é o mesmo de
uma reacao de transferéncia do atomo de hidrogénio em termos na eliminacéo de
radicais, portanto se o [ArOH]s+ se mantiver estavel pode agir em determinados
extratos (WRIGHT; JOHNSON; DILABIO, 2001).

(2) (M)RO2*+ArOH—(n)RO,—+[ArOH]++

(3) [ArOH]*++H,0—ArO«+H;0+

(4) RO2-+H30++-RO0OH+H,0

FRAP e CUPRAC sao exemplos de métodos de transferéncia de elétrons, no
gual se objetiva avaliar a capacidade da amostra na transferéncia de elétrons dos
ions de ferro e cobre em um meio aquoso, respectivamente. O reativo de FRAP usa
a reacao do complexo ferro com tripiridil triazina (Felll-TPTZ) com os antioxidantes
(BENZIE; STRAIN, 1996), enquanto que o CUPRAC determina a habilidade da
amostra reduzir o complexo cobre-neocuproina (Cull-Nc) (APAK et al., 2007). O
CUPRAC apresenta vantagem em relacdo ao FRAP por ser conduzida a pH 7,0, ou
seja melhor simulada nas condicdes fisioldgicas, onde a reacdo € completa para a

maioria dos flavonoides. O método FRAP requer um meio &cido (pH 3,6), que é
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distante do pH fisiologico e apresenta uma reagdo incompleta com polifendis (APAK
et al., 2007; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Como a maioria das reacdes antioxidantes sdo caracterizadas seguindo os
processos quimicos de transferéncia do atomo de hidrogénio (TAH) ou transferéncia
simples de elétrons (TSE), estes mecanismos de reacdo podem, e fazem ocorrer
simultaneamente (CRAFT et al.,, 2012). DPPH é um radical livre estavel e colorido
gue pode apresentar esse mecanismo, no qual a solucdo reativa misturada com o
extrato vegetal pode doar um atomo de hidrogénio ou transferir um simples elétron,
e a forma reduzida do radical € gerada seguindo pela perda de cor (ALI et al., 2008).
O DPPH é um radical organico nitrogenado, livre e estavel, comercialmente
disponivel. O método baseia-se na redugao de solugdes alcodlicas do radical DPPHe
na presenca de um antioxidante doador de elétron ou hidrogénio, formando um
composto estavel. A capacidade antioxidante € proporcional ao desaparecimento do
radical DPPH+ nas amostras analisadas. No decorrer da reacéo, a coloracéo violeta
do meio passa a amarela, e a capacidade antioxidante é facil de ser avaliada pelo
monitoramento do decréscimo da absorbancia a 517nm (MOON; SHIBAMOTO,
2009). Os resultados podem ser expressos em porcentagem de atividade
antioxidante, micro mols de equivalente do padrao utilizado ou como IC50, o qual
expressa a quantidade de antioxidante ou amostra necessaria para reduzir a
concentracdo inicial de radical livre do meio em 50% (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995).

A seguir é mostrado o esquema das reacdes com o DPPH para ambos os
mecanismos:

(5) DPPHe (violeta a 515 nm) + ArOH— DPPH- + ArO- (TSE) .

DPPH?e (violeta a 515 nm) + ArOH— DPPH- + [ArOH]* + (TAH).

2. CACAU E CHOCOLATE
O cacaueiro € uma planta originada na Bacia Amazbnica e cultivada nas
regides tropicais do mundo, pertencente a familia Malvaceae, género Theobroma,
espécie Theobroma cacao L. (ALVES, 2002). O cacau foi introduzido na regido Sul
da Bahia em 1746, as margens do Rio Pardo na Fazenda Cubiculo, hoje municipio
de Canavieiras, por sementes vindas do Para. A partir dai a cultura se expandiu
nessa regido, onde as condi¢gbes climaticas e a riqueza dos recursos naturais

contribuiram bastante para torna-la a principal produtora de cacau do pais
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(GRAMACHO et al.,1992; SANCHES, 2006). O interesse de cultivo desta espécie
esta no aproveitamento de suas sementes (améndoas) para producdo de cacau,
chocolate e seus derivados (ALVES, 2002). O cacau é uma matéria-prima com
grande valor nutricional e sua composi¢ao varia com a época da colheita, tamanho
do fruto, grau de maturagcdo, clima, tipo de solo e manipulagcdo pds-colheita
(ZOUMAS et al., 1980).

Tabela 01- Composicdo semente de cacau Forastero

Constituintes Peso Seco (%)
Cotilédones 89,60
Testa 9,63
Embrido 0,77
Lipidios 53,05
Umidade 3,65
Cinzas 2,63
Nitrogénio Total 2,28
Nitrogénio proteico 1,50
Teobromina 1,71
Cafeina 0,085
Glicose 0,30
Sacarose 1,58
Amido 6,10
Pectina 2,25
Fibras 2,09
Pentosanas 1,27
Polifenodis 7,54
Acético 0,014
Oxadlico 0,29

Fonte: AFOAKWA, 2010.

O cacau é classificado sob trés grandes grupos: Criollo, Forastero e Trinitario
(Figura 06). O Criollo, originado do lado ocidental dos Andes e o grupo Forastero do
lado oriental. O terceiro grupo, Trinitario, é oriundo de um cruzamento (hibridizacéo)
entre os dois primeiros, considerado como uma primeira tentativa de melhoramento
genético (GRAMACHO et al.,, 1992; SANCHES, 2006) e de alta qualidade
(BATALHA, 2009). Os grupos Trinitario e Criollo produzem um chocolate

considerado de qualidade excelente pelo suave aroma e sabor (BECKETT, 2009).0
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grupo Forastero responde por 80% da producdo mundial, sendo este predominante

nas plantacdes da Bahia, Amazonia, e nos paises produtores da Africa (FARINAS et
al., 2002; MARITA et al., 2001).

Figura 04 - Grupos de cacau

CRIOLLO FORASTERDO TRINITARIO

Fonte: Cacau fino de aroma.

O grupo Criollo é caracterizado por sementes brancas ou de coloracao résea
clara e frutos com casca vermelha ou verde, quando imaturos; o grupo Forastero
possui sementes intensamente pigmentadas e frutos verdes, quando novos (PIRES,
2003). A qualidade dos graos de cacau depende de muitos fatores como a variedade
do cacaueiro, manejo agron6émico, fatores do solo, condi¢cdes climaticas, e a
tecnologia poOs-colheita. Desta forma, a qualidade dos grdos de cacau, sabor e
aroma, dependerdo das habilidades e bons cuidados tomados pelos técnicos
responsaveis. Por causa disso, é necessaria a avaliacdo dos parametros fisicos,
quimicos e sensoriais que permitem determinar a qualidade em relagdo a variedade
e ao meio ambiente (BRUNETTO et al., 2007).

A Vassoura-de-bruxa é uma doenca causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa, e representa uma das mais importantes doencas do cacaueiro por sua
grande capacidade destrutiva e pela grande velocidade com a qual se espalha
(PEREIRA, 1996; PIRES, 2003). Por conta da crise de producdo de cacau
ocasionada pelo avanco da Vassoura de Bruxa, o plantio de clones resistentes foi
implantado. Muitos desses clones consistiram em selecdes locais, feitas em
condicbes de fazenda pelos agricultores, extensionistas e pesquisadores de

instituicbes governamentais dessa regiao (LEAL et al., 2008). Clones de Theobroma
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cacao L. estdo sendo recomendados pelo Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC),
unidade de geracdo de tecnologia da Comisséo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC) aos cacauicultores baianos objetivando a formacdo de novas
lavouras mais produtivas, resistentes e com maior uniformidade (CEPLAC, 2010).
Outra alternativa para minimizar esses problemas, se faz com a utilizacao de clones
auto compativeis e manejados em blocos monoclonais. Nesse modelo as variedades
de cacau sao enxertadas em blocos separados, facilitando o manejo, eliminando o
problema da compatibilidade sexual, diferencas de taxas de crescimento, vigor,
porte, e reduzindo gastos (MANDARINO e GOMES, 2009).

De acordo com Guittard (2005), a pressdo exercida pelas industrias
processadoras aos cacauicultores em busca da reducao de precos aliada a prépria
competicdo dos produtores entre si 0s leva a buscar cacaueiros que apresentem
maior produtividade e resisténcia as pragas e doencas. No Brasil, mais
especificamente na regido produtora de cacau da Bahia, a mais importante em nivel
nacional, a grande devastacdo dos cultivos pela Vassoura de Bruxa esta
promovendo mudancas entre os produtores de cacau, que buscam agregar maior
valor as améndoas por meio da producédo de material organico, com fermentacdes e
secagens especiais e utilizacdo de gendtipos de cacaueiro com sabores/aromas
diferenciados.

Um dos fatores determinantes na qualidade, sabor e intensidade do chocolate
€ 0 gendtipo do cacau, pois possivelmente determina a quantidade de precursores
do sabor formados na etapa da fermentacdo (AFOAKWA, 2010). Estudos relatados
por American Cocoa Research Institute (ACRI) em 1991 demostraram que alguns
hibridos da Estacdo de Pesquisas de Cacau da Costa Rica (CATIE) apresentavam
caracteristicas de aroma e sabor inferiores em relacdo a outros materiais estudados
(MATILIK, 1994).

Zamalloa (1994) citados por Efraim (2009) avaliaram as caracteristicas
quimicas, fisico-quimicas e sensoriais de grupos dos tipos Forastero e Trinitario
cultivados no Estado de S&o Paulo, em condi¢gBes climaticas distintas das quais o
cacaueiro vem sendo cultivado no mundo em larga escala. TUCCI et al. (2002) e
Efraim et al. (2006) avaliaram o0s grupos, respectivamente com relagcdo a
composicdo em acidos graxos, triacilgliceréis e contetdo de gordura e os teores de
compostos fenodlicos. Todos os trés estudos encontraram diferencas entre o0s

materiais em relacdo as caracteristicas avaliadas. Trabalhos conduzidos por Efraim
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(2009) comprovaram a diferenca do comportamento dos clones de cacau ao serem
monitorados os parametros de temperatura e pH durante a fermentacdo, da mesma
forma que foi encontrada diferencas nos liquors, manteiga e chocolate. Trabalhos
realizados por Cruz (2012) demonstraram a evolucdo distinta do processo
fermentativo (durante a fermentacdo e apdés a secagem concluindo através do
monitoramento da temperatura e pH da massa em fermentagcédo e a avaliagdo dos
teores de umidade, atividade de &gua, pH, acidez titulavel, acucares, acidos
organicos, proteinas, compostos fendlicos, durante a fermentacédo e ao término da
secagem) para dois clones (resistentes a Vassoura de Bruxa), e uma amostra
susceptivel a doenca denominada de cacau convencional, corroborando com o0s
estudos de Efraim. Uma das principais dificuldades em avaliar comparativamente as
diferencas entre os clones de cacau encontra-se na escassez de trabalhos que
tenham utilizado materiais distintos submetidos aos mesmos protocolos de
fermentacdo, secagem e torracdo. Porém, algumas pesquisas tém permitido maior
compreensao dos fatores positivos e negativos ao sabor do chocolate influenciados
por variacdes genéticas do cacau.

Pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), chocolate é definido
como produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau (Theobroma cacao
L.), massa (ou pasta ou liquor) de cacau, cacau em pé e ou manteiga de cacau, com
outros ingredientes, contendo, no minimo, 25 % (g/100 g) de soélidos totais de cacau
(BRASIL, 2005). Os chocolates com apelo saudavel seguem a tendéncia em
alimentos funcionais, ou seja, com beneficios a saude além da nutricdo essencial.
Com isso, verifica-se um aumento da procura e do consumo de chocolates cada vez
com teores mais altos de cacau e consequentemente de flavondides naturalmente
encontrados no cacau (KLINKE, 2005).

Chocolate varietal € aquele produzido com sementes de cacau oriundas de
regides geograficas e populacdes varietais (cultivares) especificas, sendo que o
sabor destas sementes é fortemente influenciado pelo meio ambiente onde é
produzido, o que imprime a todos esses produtos uma verdadeira identidade de
origem (LUNA et al., 2002).Esse novo conceito para chocolates remete a algo ainda
considerado subjetivo do ponto de vista sensorial, como as peculiaridades de sabor
do cacau utilizado e do chocolate produzido, mas objetivo do ponto de vista de

mercado, mostrando-se como uma excelente forma de agregar alto valor ao cacau,
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sendo que para produtos consagrados como uvas e vinhos; certos tipos de queijo e,
mais recentemente, cafés, isso ja é bastante comum (EFRAIM, 2009).

2.1. O mercado do cacau e chocolate

Por ser um commodity de participacdo relevante no comércio de produtos
agricolas, o cacau tem importancia econémica no contexto internacional tanto em
importagcdes quanto exportacdes (GUYTON, 2003).

De acordo com o ICCO (International Cocoa Organization, 2017) a Africa
detém 73,9% da producdo mundial com mais de trés milhdes de toneladas, seguida
da América com 16,8% e Asia e Oceania com 9,2%. Os maiores produtores
mundiais de cacau sdo a Costa do Marfim, seguida por Gana, Indonésia, Equador,
Camardes, Nigéria, Brasil, e Papua Nova Guiné.

Tabela 02- Produtores de cacau mundial

Paises Producéo de cacau mil ton/ano
Costa do Marfim 1900
Gana 850
Indonésia 330
Equador 270
Camardes 250
Nigéria 230
Brasil 190

Papua Nova Guiné 41

Fonte: ICCO 2017.
Apesar das diversas crises a Bahia se mantém com a maior producao

de améndoas de cacau do Brasil com 53,4%, seguida do Para (41,3%), Rondbnia
(2,4%) e Espirito Santo (2,1%), sendo esta posicdo alcancada principalmente pelo
investimento nos clones resistentes a “vassoura de bruxa”. Desta forma as regides
Norte e Nordeste do Brasil sdo responséaveis por mais de 98% da producdo de
améndoas no Brasil, sendo que em 2016 foi de 214.065 toneladas, esperando-se
para safra de 2017, 233.550 toneladas, um acréscimo de 10%. O faturamento das
fazendas produtoras de cacau ficou em R$ 1, 2 bilhdes em 2016 (IBGE, 2017).
Como se ilustra na Figura 07, a Bahia ja ultrapassa a producdo de 150000
toneladas de cacau por ano segundo o Mercado do Cacau (2015). Os demais
estados aumentou a producdo de cacau em 22,18%, apresentando uma tendéncia

crescente nos ultimos anos.

Figura 05— Produc¢é&o de cacau na Bahia
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Fonte: Mercado do cacau, 2015.

Estudos realizados por Santos et al. (2016) da analise do mercado de
chocolate apontou para uma tendéncia de crescimento dos chocolates amargos com
alto teor de cacau e a necessidade da utilizacdo de cacau fino ou especial.
Observou-se que em 1973, na Francga, o chocolate amargo representava apenas 2%
do mercado e em 2006 ja representava 49%. Duas constatacdes desta pesquisa
constituiram uma demonstracdo da consolidacdo do mercado de cacau fino: a
primeira foi a presenca das maiores industrias mundiais neste segmento, lancando
diretamente seus produtos a base de cacau fino e comprando pequenas inddstrias
renomadas que utilizam exclusivamente esse tipo de cacau nas suas formulacdes. A
segunda foi exemplificada pela acdo de pequenas empresas pioneiras e renomadas
neste mercado que estdo inovando para melhorar sua participacdo. O mercado de
cacau fino demonstrou uma tendéncia de expansdo com a entrada de grandes
industrias neste segmento. Nessa pesquisa se concluiu que o cacau fino produzido
no Brasil redne as caracteristicas essenciais para adotar uma estratégia de
diferenciacdo e se posicionar estrategicamente neste segmento de mercado. Entre
os fatores que tornam possiveis essa obtencdo de vantagens competitivas estdo a
raridade das matérias genéticas e fatores naturais, de dificil imitacdo pelos

concorrentes.

2.2. Pré-processamento do cacau
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O fruto do cacau quando maduro estd apto aos procedimentos para
transformacao nos diversos produtos. Para isso, conforme indica o fluxograma da
Figura 4, ha o pré-processamento que acontece em campo pelos produtores e sera
detalhado em cinco fases, todas elas importantes para um bom resultado final
(MARTINS et al.,2011).

Dado o periodo de aproximadamente cinco anos de plantado o cacaueiro, a
colheita deve ser realizada com os frutos ja maduros, pois assim estdo no estagio
ideal de peso das sementes e quantidade de acUcares, fundamentais para a
fermentacdo. Como a maturacdo dos frutos ndo ocorre ao mesmo tempo, este
processo € repetido a cada 2 — 4 semanas. Para a realizacdo desta atividade,
utilizam-se facdes, tesoura ou similar se os frutos tiverem facil acesso, caso contrario
utiliza-se o podao. Deve-se evitar perfurar os frutos durante a colheita para nao
prejudicar a fermentacdo (MARTINS et al.,2011; BECKETT, 2009).

Figura 06 — Colheita e quebra dos frutos do cacau

Fonte: Fazenda Lajedo do Ouro.

ApoOs serem todos amontoados em um local especifico no chdo e passar um
periodo de descanso de 3 dias a quebra é realizada. Este momento é necessario
para que haja concentracdo de acucares, e outros compostos importantes para a
fermentacao, além da facilidade de soltura da casca. A quebra é realizada com um

instrumento com lamina de metal ndo afiado. A polpa retirada manualmente é
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conduzida a caixas de madeira e depois transportada para o0s cochos de
fermentacdo no mesmo dia. Nao devem fermentar sementes de dias diferentes de
quebra (MARTINS et al.,2011).

2.2.1. Fermentacao

A fermentacdo € a fase fundamental do pré-processamento para o resultado
final do flavour de chocolate, pois ela da inicio a formacao dos precursores de sabor.
Para isso as sementes devem estar completamente maduras, caso contrario o
processo nao podera finalizar com o aroma desejado (AFOAKWA, 2010;
ZIEGLEDER, 2009). Segundo Beckett (2009) o desenvolvimento dos precursores do
sabor do cacau ocorre nos cotilédones durante fermentagdo e secagem. Existem
dois tipos importantes de células dentro dos cotilédones: células de armazenamento
contendo gorduras e proteinas, e as células de pigmento contendo compostos
polifendlicos e metilxantinas (teobromina e cafeina).

O tempo requerido para a fermentacdo das sementes é variavel, segundo o
material genético. A fermentacdo dura entre cinco a sete dias, sendo o final
determinado pela prova de corte. De outra forma, em grandes fazendas, as
sementes sdo deixadas em caixas de madeira perfuradas no fundo com pequenos
furos para drenagem e entrada de ar, medem de 1-1,5m e tem profundidade de 1m.
Para melhorar a aeracdo e garantir a uniformidade da fermentacdo, as sementes
sdo transferidas de caixas ou cochos a cada dia, num periodo de trés dias
(FOWLER, 2009).

Figura 7- Fermentacdo das sementes de cacau
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Fonte: Fazenda Lajedo do Ouro.

Segundo Schwan e Wheals (2004) o processo de fermentacdo pode ser
dividido em trés fases. A primeira fase é caracterizada pela acdo das leveduras
anaerobicas. Estudos realizados por Papalexandratou et al. (2011), mostram que na
fase inicial da fermentacdo prevalecem as espécies de bactérias Fructobacillus
pseudoficulneus, Lactobacillus plantarum, e Acetobacter senegalensis. Schwan e
Wheals (2004) citado por Afoakwa (2010) informam que as leveduras comuns de
serem encontradas nesta fase sdo Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus, Saccharomyces exiguous, Candida castelli, Candida saitoana, Candida
guil- liermondii, Schizosaccharomyces pombe, Pichia farinosa e Torulopsis spp. Nas
primeiras 24-36 h, as leveduras transformam o acucar em alcool sob condicdes
anaerébicas em um pH abaixo de 4,0. A morte da semente geralmente ocorre no
segundo dia, causada pela presenca de &acido acético e alcool. E a partir deste
momento que as sementes podem ser chamadas de améndoas de cacau.
Normalmente a partir do segundo dia até o final do processo, se faz o revolvimento
da massa para que a temperatura ndo passe de 45°C e favoreca a acdo das
enzimas. Os revolvimentos podem acontecer de um cocho para o outro ou de um
local para o outro, quando o processo for efetuado em montes, e tem por finalidade
uniformizar a temperatura e oxigenar a massa (OETERRER, 2006). A segunda fase
€ caracterizada pela acdo das bactérias laticas na qual estdo presentes desde o
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inicio da fermentacdo, mas sé se tornam dominantes entre 48 e 96 h. Bactérias
laticas convertem acucares e alguns acidos organicos em acido latico. Por volta do
terceiro dia, a massa das améndoas tem sua temperatura elevada entre 45 e 50° C.
Nessa fase, ha uma difusdo dos conteudos celulares, iniciando-se uma série de
reacoes relacionadas com as alteracdes de sabor, aroma e cor da semente. A ultima
fase € marcada pela acdo das bactérias acéticas responsaveis pela conversao do
alcool em &cido acético com o auxilio das bactérias acéticas que tornam o
tegumento permeavel, fazendo com que as améndoas sofram a acédo das enzimas.
Ressalta-se a oxidacdo dos polifendis que formam ou ndo complexos com as
proteinas e peptideos levando a reducdo da adstringéncia e do amargor. As

alteracdes podem ser visualizadas nas figuras 11 (a) e 11 (b).
Figura 8- (a) AlteragBes durante a fermentacdo de améndoas de cacau. (b) Mudancas

guimicas e bioguimicas dentro da semente do cacau durante a fermentacao
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2.2.2. Secagem

Ao final da fermentagéo as sementes séo removidas dos cochos ou montdes
para secagem ao sol, sendo um processo ambientalmente favoravel, de baixo custo
e produz sementes de boa qualidade. Comumente no Sul da América, a secagem
ocorre em plataformas altas ou barcacas com telhado mével que pode ser puxada
para proteger durante a noite ou em periodos de chuva. Nesta etapa muitas reacdes
bioguimicas iniciadas na fermentacdo continuam e os gréos que ainda estdo com
60% de umidade devem ao final do processo chegar a 7 a 8% com acidez reduzida
num periodo de 8 a 12 dias que depende das condicfes climaticas. Ai também as
sementes devem ser revolvidas periodicamente para uniformizar a secagem. Na
impossibilidade de secagem natural, o processo artificial ocorre, com as sementes
sendo colocadas numa superficie em secadores ou estufas, controlando a
temperatura em torno de 50°C, realizando revolvimento durante aproximadamente
40h para chegar ao 7 — 8% de umidade. Dois problemas podem ser gerados durante
a secagem artificial: rapidez no processo, ocasionando acidez da semente e residual
de fumacga, reduzindo a qualidade sensorial do produto final. Como visto no estudo

de Efraim et al. (2010) a secagem por meio artificial em comparacdo a natural néo
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permitiu a volatilizacdo de compostos formados durante a fermentagdo, como por
exemplo o acido acético, levando a diminuicdo do pH e ao aumento da acidez total
titulavel, prejudicando sensorialmente os produtos obtidos (FOWLER, 2009;
MARTINS et al.,2011).

Durante a secagem ocorre a reacdo de Maillard e os compostos de Amadori,
sdo formados os primeiros intermediarios das reacBes entre os aminoacidos e
glicose. Entretanto, tais compostos de Amadori ndo sao detectaveis por mudanca da
cor ou odor e podem ser reversiveis durante a secagem. Essas reacdes iniciais sdo
importantes porque 0s compostos intermediarios de Amadori decomp&em-se
durante torragdo em numerosos componentes volateis (ZIEGLEDER, 2009).

Figura 9- llustracdo do processo de secagem natural do cacau

Fonte: Fazenda Lajedo do ouro.

2.2.3. Armazenamento

As améndoas de cacau sdo altamente higroscopicas e seu ganho de umidade
pode resultar no desenvolvimento de fungos e outros microrganismos indesejaveis.
Logo as condi¢Bes de estocagem das améndoas devem ser observadas, evitando-
se 0 armazenamento de grandes volumes em ambientes com elevada umidade e
pouca circulacdo de ar (BECKETT, 1994). O acondicionamento geralmente é
realizado em sacos de aniagem de 60 Kg que permitem o transporte de vapor de

agua, desta forma o equilibrio entre a umidade das améndoas de cacau e a do
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ambiente onde estdo estocadas é garantido. Para manter o nivel da améndoa de
cacau do Brasil em 8%, a umidade relativa do ar deve estar em torno de 75%
(MARTINS et al.,, 2011; AFOAKWA, 2010). Esta etapa assume importancia devido
ao longo tempo em que o cacau pode permanecer armazenado. Segundo Serra
(2004) as instalagbes destinadas ao armazenamento de cacau devem possuir
luminosidade e aeragéo adequadas.

2.3. Processamento do chocolate
Para iniciar o processamento do chocolate as améndoas de cacau devem ser
processadas de forma que as a¢fes quimicas e bioquimicas do pré-processamento
continuem formando o sabor de chocolate (EFRAIM, 2010). Depois de fermentadas
e secas, as améndoas estdo prontas para entrarem no processo de torracao.

A figura 13 abaixo ilustra o fluxograma do processamento de chocolate.



Figura 10- Fluxograma do processamento de chocolate

Selecdo das sementes

Torragdo das sementes

N/

Quebra das sementes

torrada/obtenc3o do nibs

Remocdo da testa e do gérmen

Mistura parcial de ingredientes

Refino

Conchagem

|

Temperagem

Moldagem/ Resfriamento

|

Embalagem/ Armazenamento

Fonte: A autora (2017).
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2.3.1. Classificacdo das sementes

Segundo a Instrucdo Normativa 38/2008 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) a quantidade de produto coletada devera ser
homogeneizada, quarteada e reduzida em, no minimo, 4 kg (quatro quilogramas)
para compor, no minimo, 4 (quatro) vias de amostras, constituidas de, no minimo, 1
kg (um quilograma) cada uma, que serdo representativas do lote. Essa instrugao
normativa tem o objetivo de estabelecer o Regulamento Técnico da Améndoa de
Cacau, definindo o seu padrédo oficial de classificacdo, com o0s requisitos de
identidade e qualidade, a amostragem, o modo de apresentacdo e a marcacao ou

rotulagem.

Figura 11- Quarteamento para amostragem das sementes de cacau

Fonte: Fabrica Mendoa.

Serd realizada a prova de corte nas sementes coletadas para avaliacdo das
mesmas. O analista ou técnico deve ser treinado para classificar as améndoas
quanto aos parametros previstos no regulamento técnico que sédo: mofadas, fumaca,

danificadas por insetos, ardosia, germinadas e achatadas.

Figura 12— Prova de corte das sementes de cacau
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Fonte: Fabrica Mendoa.

A améndoa de cacau sera classificada em Tipos de acordo com o0s
percentuais de tolerancia de defeitos previstos no Regulamento Técnico (Tabela 03),

podendo ainda ser enquadrada como Fora de Tipo ou Desclassificada.

Tabela 03- Tolerancia de defeitos, expressa em % e respectivo enquadramento do produto

Enquadramento Defeitos
do Produto Mofadas Fumaca Danificadas  Arddsia Germinadas  Achatadas
por Insetos

Tipo | De zero De zero De zero até  De zero De zero até De zero até
até 4,0 % até 1,0% 4,0% até 5,0% 5,0% 5,0%

Tipo Il Acima de Acimade  Acimade Acimade  Acimade Acima de
4,0% até 1,0% até 4,0% até 5,0% até 5,0% até 5,0% até
6,0% 4,0% 6,0% 10,0% 6,0% 6,0%

Tipo 1l Acima de Acimade  Acimade Acimade  Acimade Acima de
6,0% até 4,0% até 6,0% até 10,0% até  6,0% até 6,0% até
12,0% 6,0% 8,0% 15,0% 7,0% 7,0%

Fora de Tipo Acima de Acimade  Acimade Acimade  Acimade Acima de
12,0% até 6,0% 8,0% 15,0% 7,0% 7,0%
25,0%

Fonte: Instrucdo Normativa 38/2008 do MAPA.

2.3.2. Torragéao
A torracdo é um tratamento térmico fundamental no processamento de

chocolate e suas condigcbes dependem de fatores como: variedade do cacau,
tratamentos anteriores a torracdo, umidade e caracteristicas de sabor desejadas.
Em condicbes otimas, na torracdo ha o desenvolvimento maximo do potencial
aromatico da améndoa. E uma etapa definida como uma operacédo térmica
caracterizada pelos seguintes fendmenos: perda do teor de &gua; diminuicdo dos
acidos volateis indesejaveis (principalmente acético); inativacdo de enzimas que
podem degradar a manteiga de cacau; desenvolvimento de aromas desejaveis
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através da Reacdo de Maillard partindo dos precursores formados na etapa de
fermentacdo e o desenvolvimento da coloragéo tipica do chocolate (DRUMMOND,
1998; LOPES et al., 2003; EFRAIM, 2004). O processo de torra ndo apenas gera
novos compostos volateis de aromas especificos, por meio da pirdlise de aclcares,
mas também gera perda de compostos secundarios que afetam o sabor final do
chocolate. (NAZARUDDIN et al. 2000).

Figura 13 - Torrador de sementes de cacau

Fonte: Fabrica Mendoa.

As temperaturas de torragdo variam entre 110° - 140°C ao final do processo,
porém iniciam mais baixas e vao aumentando gradativamente, assim como o tempo.
O que vai determinar o final do processo sao os resultados de umidade para nao
crescimento de bactérias, como a salmonela que pode estar presente (BURNDRED,
2009). Apos a torragdo, o material € moido para a obtengdo da massa de cacau,
também conhecida como liquor podendo ser comercializada para a fabricacdo de
chocolates e prensada para a obtencdo de manteiga e torta de cacau, sendo que
esta Ultima pode ser moida em moinho de pinos originando o cacau em pé natural
(BECKETT, 1994; COHEN, JACKIX, SOUSA, 2004).

Figura 14- Descascadeira de sementes de cacau
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Fonte: Fabrica Mendoa.

2.3.2. Mistura de Ingredientes

Ha uma mistura inicial do liquor com acucar, e/ou outros ingredientes a
depender da formulagdo nas propor¢cbes adequadas, realizada em tachos
encamisados a 40°C por tempo adequado para formar uma massa homogénea
pronta para o refino (EFRAIM, 2004; AFOAKWA 2011).

2.3.3. Refino

O refino promove a reducdo do tamanho das particulas dos ingredientes
tornando-os imperceptiveis na boca durante a degustacdo do produto final. O
tamanho das particulas da massa refinada ndo deve ser superior a 25um para que o
consumidor ndo perceba arenosidade ao degustar o chocolate (LUCCAS, 2001). O
tamanho da particula final € um ponto critico para a qualidade do chocolate. O teor
de gordura do nibs influencia de forma que massas muito secas sao refinadas mais
rapidamente, porém, apresentam tamanho de particulas mais elevados que o ideal
(EFRAIM, 2004; AFOAKWA, 2011).

Figura 15 - Moagem e refino da massa de cacau
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Fonte: Fabrica Mendoa.

2.3.4. Conchagem

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

Figura 16 — M4quina de conchagem para producédo de chocolate

Fonte: Fabrica Mendoa.

E uma etapa de mistura que envolve a reducdo da umidade, volatilizago dos
acidos graxos e aldeidos, o desenvolvimento da textura uniforme e a mudancga da
cor devido a emulsificagéo e oxidagédo de taninos. A volatilizacdo reduz o amargor e
desenvolve o sabor do chocolate. As particulas sélidas, tais como o acucar e 0
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cacau, sao revestidas com gordura, dissociadas pelo atrito tornam-se arredondadas.
O envolvimento das particulas soélidas pela gordura (principalmente pela manteiga
de cacau) associados ao cisalhamento e movimentacdo da massa de chocolate
contribuem para a textura do chocolate, que também exerce grande influéncia ao
sabor global do chocolate. (EFRAIM, 2009; AFOAKWA et al., 2008b; PRAWIRA,
2009). O processo ocorre sob agitacdo do chocolate derretido por conchas em
temperatura acima de 50°C por algumas horas. O tempo e a temperatura de
conchagem variam com o tipo de chocolate a ser produzido. Em chocolates com alto
teor de cacau a temperatura varia de 70°C e continua até 82°C, podendo levar de 8
a 96 horas, dependendo do tipo de produto que se deseja e do equipamento
utilizado. Apds a conchagem os componentes do flavor nos sélidos do cacau,
gordura e superficie do acucar sdo todos equilibrados (AFOAKWA et al., 2007,
BECKETT, 2009).

2.3.5. Temperagem

A temperagem tem como objetivo fazer com que um numero suficiente de
cristais seja desenvolvido para que a cristalizagdo da fase gordurosa seja realizada
na sua forma polimorfica mais estavel, produzindo, assim, um chocolate mais
estavel. A agitacdo, o tempo e a temperatura de cristalizacdo sdo os parametros do
processo de temperagem. A velocidade de agitacdo tem que proporcionar boa
transferéncia de calor e massa no produto. O tempo de cristalizacdo deve ser o
suficiente para que ocorra a formacédo e o amadurecimento dos cristais estaveis. De
todos, a temperatura exerce uma funcédo essencial no processo, em face de ser a
forca propulsora de cristalizagdo. Dos diversos fatores que afetam o processo de
temperagem, a formulacdo tem destaque especial, pois para cada tipo hd uma
determinada condicdo de temperagem, devendo-se ajustar os parametros do
processo, de modo a obter produto de qualidade (COHEN; JACKIX; SOUSA, 2004).

O processo de temperagem para o chocolate inicia-se com a fusdo completa
da fase gordurosa do chocolate em 40-50°C. Em seguida é feito um resfriamento
controlado, para 28-29°C, sob agitacdo, para induzir a cristalizacdo da gordura,
seguido de aquecimento a 30-32°C para derreter os cristais instaveis, mas ainda
formando novos cristais estaveis tipo V. A taxa de resfriamento deve ser proxima a
2,0°C.min™" (BRIGGS; WANG, 2004; QUAST et al., 2007).

Figura 17 — Maquina de temperagem de chocolate
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Fonte: Fabrica Mendoa.

A temperagem influéncia de forma positiva as caracteristicas de qualidade
do produto final como dureza e quebra a temperatura ambiente (snap), completa
fusdo na boca, brilho, contracdo durante a desmoldagem a rapido desprendimento
de aroma e sabor na degustacdo (QUAST, 2008).

Ha, ainda, a utilizacdo de uma mesa vibratoria para retirada de bolhas de ar
da massa do chocolate antes da etapa de resfriamento, para evitar a formacéo de
espacos vazios no chocolate pronto. E, ent&o, resfriado entre 12-18°C em tanel de
resfriamento, para desenvolver os cristais e formar uma massa quebradica,
brilhante, estavel e homogénea. Segue para sala de repouso de 6 a 12 horas, é
embalado e armazenado em cameras frias com condi¢cdes especificas que

contribuem para garantir o brilho e aspecto do produto final.

Figura 18 — Tunel de resfriamento de chocolate
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Fonte: Fabrica Mendoa.

3. ANALISE MULTIVARIADA

Com o avanco da tecnologia no passar dos anos, novas técnicas analiticas
tem sido desenvolvidas e o nimero de variadveis e pontos de dados coletados em
uma analise cresceram muito. Assim, abordagens de analises unidimensionais nao
sdo tdo adequadas para explorar os dados, uma vez que ndo garantem a
determinacdo da associacdo entre os dados experimentais e obter informacodes
sobre as caracteristicas intrinsecas das matrizes alimentares complexas. A fim de
ultrapassar esta limitagdo, métodos quimiométricos sdo reconhecidos como uma
valiosa ferramenta em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos de maneira a explorar 0os
dados com todas as variaveis/amostras em conjunto (ZIELINSKI et al., 2014).

A quimiometria € a area que emergiu da necessidade de extrair informacao
guimica que de outra forma estaria soterrada na avalanche de dados produzidos
pela moderna instrumentacdo. Ela € considerada a intersecdo da quimica,
matematica e estatistica. Os métodos quimiométricos utilizados para identificar as
semelhancas e as diferencas em variados tipos de amostras, para agrupa-las e
classifica-las, estdo divididos em dois grupos: os métodos “supervisionados”, e os
métodos “ndo supervisionados” de reconhecimento de padrbes. Ambos 0s grupos se
baseiam que as amostras do mesmo tipo sdo semelhantes, que existem diferencas
significativas entre diferentes tipos de amostra e que o conjunto de medidas

disponiveis é capaz de detectar essas semelhancas e diferencas.
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Nos meétodos supervisionados, cada amostra analisada provém de uma
classe preestabelecida, e essa informagédo é utilizada durante a analise de dados e
na construcdo dos modelos de classificacdo. Os métodos ndo supervisionados nao
fazem uso dessa informacdo e, portanto, ndo requerem nenhum conhecimento
prévio a respeito da classificacdo das amostras. Elas serdo agrupadas naturalmente
com base na informacédo contida nos dados experimentais em questdo. Na
guimiometria sao utilizados modelos matematicos capaz de “descobrir” ou
“organizar” as informagdes escondidas nos dados, ou seja, um “microscépio” que
converta as observacbes em algo que possa ser visualizado no espago bi ou
tridimensional que sdo as andlises de componentes principais (PCA) e a andlise de
agrupamentos por métodos hierarquicos (HCA). Nestas andlises e nas outras de
caracter multivariado, em primeiro momento ha a coleta dos dados que podem ser
adquiridos de diversas técnicas analiticas tal como aceitacdo sensorial, propriedades
reoldgicas, conteudo de vitaminas, compostos fendlicos, minerais essenciais,
carotenoides, e bioatividade junto com microrganismos e radicais livres, espectros,
entre outros. Em seguida, uma importante e decisiva etapa para realizacdo das
andlises é a organizacdo dos resultados experimentais, onde a matriz deve ser
definida e estruturada antes do uso do software (ZIELINSKI et al., 2014). Em geral,
uma transformacdo dos dados na tabela é requerida para fazer sua distribuicdo
simétrica e dar cada variavel resposta (coluna) o mesmo peso e a mesma
importancia na analise (WOLD et al., 2001). Se o pré-processamento dos dados néao
for realizado propriamente, deve ocorrer uma extra variagdo no conjunto de dados
(ENGEL et al., 2013). Por fim, com o adequado software estatistico escolhido pelo

analista os diferentes métodos multivariados podem ser realizados.

Figura 19 - Esquema do processo global da analise multivariada
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Fonte: A autora (2017).

A Andlise das Componentes Principais € uma técnica de estatistica
multivariada que tem por objetivo reduzir a dimenséao dos dados originais permitindo
a facil visualizacdo das informacdes mais importantes em um numero menor de
fatores, ou componentes principais (RIBEIRO, 2001). Essa andlise consiste
essencialmente em reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de
eixo mais conveniente para a analise dos dados, ou seja, as n-variaveis originais
geram, através de suas combinacdes lineares, n-componentes principais, cuja
principal caracteristica, além da ortogonalidade, € que sédo obtidos em ordem
decrescente de maxima variancia. A componente principal 1 detém mais informacéao
estatistica que a componente principal 2 que por sua vez tem mais informacéo
estatistica que a componente principal 3 e assim por diante. Este método permite a
reducdo da dimensionalidade dos pontos representativos das amostras, pois,
embora a informacdo estatistica presente nas n-variaveis originais seja a mesma
dos n-componentes principais, € comum obter em apenas 2 ou 3 das primeiras
componentes principais mais que 90% desta informacéo. O grafico da componente
principal 1 wversus a componente principal 2 fornece uma janela
privilegiada(estatisticamente) para observacdo dos pontos no espaco n-dimensional
(NETO,1998).

A Andlise Hierarquica por Agrupamento (HCA) baseia-se em encontrar
similaridade em um amplo conjunto de dados. Dividindo o conjunto de dados em
nameros de grupos predeterminados pelo usuario. O método de agrupamento
hierarquico produz uma hierarquia de clusters (aglomerados) de pequenos grupos
de itens muito semelhantes aos grandes aglomerados, que incluem mais itens
diferentes. A partir do método de agrupamentos hierarquicos normalmente sao
produzidos graficos conhecidos como dendrograma (ou arvore) que mostra esta
estrutura de agrupamento hierarquico (HOLLAND, 2006).

Estudos realizados por Lessa (2014) resultaram na classificacdo fisico-
guimica de cafés comerciais por analise exploratéria agrupando por similaridade as
amostras analisadas. A Analise das Componentes Principais permitiu separar a
partir dos escores positivos e negativos das componentes principais (CP1 e CP2)
cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e G5). Grupos estes confirmados a partir da Andlise

Hierarquica por Agrupamento denotados num dendrograma pela distancia dos
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vizinhos mais proximos. A formagdo dos grupos teve a influéncia das variaveis
denotadas nos pesos através dos valores dos parametros L*, b* a*pH, solidos
Soluveis, flavondides, acidez titulavel e compostos fendlicos. Kara (2009), Deetae et
al. (2012) e Yi et al. (2015) realizaram estudos em amostras de chas aplicando PCA
e HCA avaliando compostos fendlicos, volateis e minerais com objetivo de
correlacionar e verificar a similaridade entre as amostras, distinguir e classificar as
amostras relacionadas ao processo. N&o foi encontrado na literatura a aplicacao

dessa ferramenta em analises utilizando a matriz cacau, nibs e chocolate.
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RESUMO

O interesse pelos compostos bioativos do cacau (Theobroma cacao L.) tem
aumentado devido a sua capacidade antioxidante e beneficios relacionados a
saude. A exploracdo da cultura do cacau € realizada com interesse nos seus
derivados, entre eles o chocolate. A Bahia é o maior produtor de améndoas de
cacau do Brasil e vem tentando apds periodo de crise se posicionar no mercado
especializado através de plantagcbes monoclonais visando agregar valor ao
produto final e a producdo de chocolate varietais, finos e/ou gourmet. Dessa
forma este trabalho teve como objetivo quantificar compostos bioativos e
atividade antioxidante de cinco variedades (SR162, PH16, BN34, CEPEC2002 e
TSH1188) de sementes de cacau, nibs e chocolate e classifica-los aplicando
técnicas estatisticas multivariadas. O teor de compostos fendlicos totais,
flavonodides, antocianinas, cafeina, teobromina, catequina e epicatequina e as
atividades antioxidantes DPPH, FRAP e CUPRAC foram determinados nas
variedades de cacau, nibs e chocolate. Os resultados da Andlise de
Componentes Principais, ANOVA e Teste de Tukey (p<0,05) mostraram
diferencas significativas entre as amostras. Existe uma variacdo consideravel
entre as variedades analisadas quanto ao seu teor em compostos bioativos e
atividade antioxidante. A variedade SR162 de cacau, nibs e chocolate
apresentaram menores valores para compostos fendlicos totais (91,67 mg.g™,
48,75 mg.g*, 82,87 mg.g?) catequina (<LQ em todas as matrizes), epicatequina
(1,87 mg.g™, <LQ no nibs e chocolate), acido galico (1,33 mg.g™, <LQ no nibs e
chocolate), cafeina (1,33 mg.g™, <LQ no nibs e chocolate), flavonéides (13,37
mg.g*, 10,04 mg.g™, 1,54 mg.g™t), antocianinas (28,2 pg.g*, 90,77 pg.g*, 130,3
Hg.g™") e maior valor de DPPH ( 82,9 pg.mL™, 66,6 ug.mL™?, 67,3 pug.mL™) por
precisar de uma maior quantidade de amostra para exercer a atividade
antioxidante. A variedade TSH1188, em todas as matrizes, apresentou os valores
mais altos de compostos fendlicos totais (143,73 mg.g*, 90,22 mg.g*, 134,29
mg.g™), catequina (2,9 mg.g™, 1,98 mg.g™, 1,58 mg.g™), epicatequina (4,6 mg.g™,
3,05 mg.g?, 1,92 mg.g™?), acido galico (15,24 mg.g™*, 9,49 mg.g™, 3,69 mg.g™?),
cafeina (25,13 mg.g™, 16,97 mg.g*, 11,96 mg.g™),, flavonéides (20,4 mg.g™,
13,13 mg.g}, 30,03 mg.g™?), e atividade antioxidante FRAP (849 pmol.g™, 451,6
umol.g™, 717,48 umol.g’). O teor de teobromina apresentou maiores
quantidades na variedade BN34 (15,24 mg.g™, 12,36 mg.g™, 11,91 mg.g?) e
menores na CEPEC2002 (11,14 mg.g™, 8,38 mg.g™, 7,17 mg.g™') de todas as
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amostras analisadas. A analise de PCA mostrou que as variedades tém
caracteristicas relacionadas com a sua composicdo em compostos bioativos,
classificando quatro grupos bem definidos, pois as variedades BN34 e PH16
tiveram caracteristicas semelhantes. Concluindo que o0s chocolates
monovarietais dessas variedades possuem caracteristicas relativas aos
compostos bioativos diferentes, contribuindo assim na produgcdo de chocolates
gourmet, podendo conquistar novos nichos de mercado.

Palavras-chave: compostos fendlicos, metilxantinas, antioxidantes, quimiometria.

1. INTRODUCAO

Ha vérias décadas sabe-se que as sementes do cacaueiro (Theobroma
cacao L.), apresentam elevado teor de polifendis, entre 12 e 20% de seu peso seco
e desengordurado, considerado bastante elevado em comparacéo a outros vegetais
(SANCHEZ-RABANEDA et al., 2003; BRITO, 2000; SANBONGI et al., 1998; KIM;
KEENEY, 1984). Esses compostos tém sido estudados devido a influéncia negativa
que exercem no sabor, conferindo o amargor e a adstringéncia verificados em
produtos obtidos a partir do cacau (BRITO, 2000; SOARES, 2001), por outro lado,
descobertas mais recentes sobre os efeitos benéficos desses compostos a saude
humana tém provocado interesse em manté-los durante o processamento dos
produtos, sem causar prejuizo no sabor (KEALEY et al., 1998; KEALEY et al., 2004,
EFRAIM, 2004; RIZO, 2006).

Segundo Bruinsma e Taren (1999) as metilxantinas, como teobromina e
cafeina, sdo outro grupo de compostos bioativos encontrados nas sementes de
cacau. Esses alcaloides tém efeito estimulante no sistema nervoso central. No cacau
e no chocolate, a metilxantina predominantemente encontrada é a teobromina,
seguida da cafeina, em quantidades menores (ROZIN et al., 1991). Segundo Wakao
(2002), os teores finais de teobromina e cafeina estédo relacionados com o genatipo
de cacau, o grau de maturidade das améndoas e o nivel de fermentagéo.

O cacau pertence a familia das Malvaceae e ao género Theobroma
(PRABHAKARAN NAIR, 2010). O género tem vinte e duas espécies das quais
Theobroma cacao L. € comercialmente o mais importante devido ao valor de suas
sementes (BARTLEY, 2005; CACAONET, 2012). Os grédos de cacau sdo as
sementes fermentadas e secas, e € o ingrediente fundamental na fabricacdo de
chocolate (WOOD; LASS, 1985; ASIEDU, 1989; AFOAKWA et al., 2008; AFOAKWA,
2010; ADEYEYE et al., 2010). Por muitos anos, a producéo e a comercializacao de
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cacau tém sido a base da economia em alguns estados brasileiros e particularmente
na Bahia (ICCO, 2012).

Diferentes grupos de T. cacao L. s&o comumente empregados: Criollo,
Forastero e Trinitario (o ultimo é um grupo cruzado entre ambos (CALIGIANI et al.,
2007). Os grupos de cacaueiros existentes no sul da Bahia séo principalmente
cacau Forasteros, introduzido ha mais de 260 anos e cultivado nesta regido
(MELLO; GROSS, 2013). Estes cultivares apresentam algumas semelhancas e
diferencas na aparéncia das sementes, rendimento de cacau, resisténcia a pragas e
doencas, concentracdes de acidificacédo (pH e acidez), bem como caracteristicas de
sabor, intensidade e adstringéncia (WOOD; LASS, 1985; AFOAKWA et al., 2008;
KRATZER et al., 2009; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2011). No entanto, o indicador
de qualidade sensorial mais importante das sementes de cacau é a quantidade e o
tipo de compostos volateis (MAGI et al., 2012; KRAHMER et al., 2015) e o indicador
de qualidade funcional s&o os compostos bioativos.

O Centro de Pesquisa do Cacau (CEPEC), que faz parte da Comisséo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) reorientou seu programa de
melhoramento genético para o desenvolvimento de variedades resistentes a
vassoura de bruxa, e passou a enfatizar métodos de selecdo recorrente, visando
acumular genes de resisténcia e de outros caracteres de interesse agronémico em
um material para posteriormente disponibiliza-lo como variedade (PEREIRA, 2001).

Recomendacdes agronOmicas feitas por Leite et al. (2012) para a
producdo de lavouras monoclonais, vem gerando oportunidade econdmica para a
melhor comercializagdo do cacau monovarietal, jA que cada variedade tem perfil
sensorial Unico, possibilitando a produg¢do chocolates com aromas e sabores
peculiares e exclusivos associados ao liquor produzido a localizacdo geografica
especificas, levando a possibilidade de deniminar geograficamente o produto
chocolate como ja se faz amplamente com outras cadeias agro alimentares, como a
producéo de vinhos (MANDARINO et al. , 2009).

A regido cacaueira da Bahia € o principal polo de producdo da
cacauicultura nacional, sendo responsavel por 53,4% da producéo total de cacau no
pais (IBGE, 2017). Em func&o da crise os cacauicultores baianos vém buscando
alternativas para agregar maior valor ao produto final de cacau, como plantagdes de

cacau monoclonais, buscando novos nichos de mercado como o de organico, fino,
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gourmet e/ou especial, a inovacéo tecnoldgica; e as certificagcbes s6cio ambientais
(BRASIL, 2011).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define
chocolate como o produto obtido a partir de uma mistura de derivados do cacau
(Theobroma cacao L.), massa de cacau (ou pasta ou licor), cacau em p6 e manteiga
de cacau, com outros ingredientes, contendo pelo menos 25% (g.100g™) de sélidos
totais de cacau (BRASIL, 2005). O processo convencional de fabricacdo de
chocolate envolve, em sequéncia, as etapas de mistura dos ingredientes, refino,
conchagem, temperagem, moldagem, resfriamento, desmoldagem e embalagem
(BECKETT, 2009). Chocolate fino é produzido com gréos de cacau finos ou sabor
especial, também conhecidos como chocolate gourmet. Essas categorias de graos
de cacau sao produzidas a partir de cacau Criollo ou Trinitario e possuem
caracteristicas de sabor: notas frutadas, florais, herbais e de madeira, notas de
nozes e caramelo. O chocolate varietal € aquele produzido com sementes de cacau
oriundas de regides geograficas e populacdes varietais (cultivares) especificas,
sendo que o sabor destas sementes é fortemente influenciado pelo meio ambiente
onde é produzido, o que imprime a todos esses produtos uma verdadeira identidade
de origem (LUNA et al., 2002).

Assim, o objetivo desse trabalho foi quantificar compostos bioativos e atividade
antioxidante de cinco variedades de sementes de cacau, nibs e os chocolates
produzidos e classifica-los aplicando técnicas estatisticas multivariadas, buscando
agregar valor sensorial com aromas peculiares e sabores Unicos para cada
chocolate monovarietal contribuindo para producdo de chocolate tipo fino ou

goumert.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras
As amostras de cacau foram obtidas de uma fazenda no sul da Bahia

(Ibirataia-Ba) localizada no Nordeste do Brasil (14°41'96 "S e 39°12'109" W) sob
clima tropical durante o periodo de novembro / 2014 e janeiro / 2015. Utilizaram-se
frutos saudaveis, maduros e selecionados, com base na produtividade, qualidade
tecnologica e resisténcia a doenca vassoura de bruxa (Moniliophthora perniciosa),

indicada pela Comisséao Executiva de Planejamento da Lavoura Cacaueira (CEPEC /



71

CEPLAC) como variedades de cacau com caracteristicas de cacau fino. As
variedades estudadas foram: CEPEC2002 (hibrido de cruzamento entre Forastero
Amazonico e Trinitario), PH16 (hibrido de cruzamento entre Forastero Amazoénico e
Trinitario), TSH1188 (hibrido de cruzamento entre Forastero Amazonico e Trinitario),
BN34 (hibrido de origem desconhecida) e SR162 (originado de uma mutacéo
genética do Forasteiro / classificado como subvariedade do Catongo). Foram
produzidos trés lotes de chocolates, a partir de lotes distintos de cacau. Todas as
amostras foram analisadas em trés repeticdes em triplicatas. As amostras de cacau,
nibs e chocolate foram submetidas ao mesmo processamento. Os chocolates foram

produzidos em uma industria localizada na regido de Uruguca, sul da Bahia.

2.2. Provade corte e Umidade

A andlise da qualidade das améndoas de cacau fermentadas e secas foi
realizada através do teste de corte longitudinal de 300 améndoas de cacau
coletadas de cada lote de cacau aleatoriamente. Foram avaliadas as propriedades
fisicas das améndoas como a umidade, aspecto externo, aroma, presenca de
mucilagem e detritos, e de material estranho, coloracdo e compartimentacdo. Esta
avaliacdo teve como base na Resolucdo n® 160/1988, do Conselho Nacional do
Comércio Exterior (CONCEX). O teor de umidade foi determinado por gravimetria,
utilizando estufa (NOVA ETICA) com circulacéo de ar a temperatura de 105°C até
peso constante de acordo com o INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008).

2.3. Pré-processamento do cacau
As temperaturas na area de cultivo durante o periodo de maturacao dos
frutos foram de 14° e 28°C, respectivamente, a umidade relativa entre 90 e 95% e a
precipitacdo entre 200 e 300 mm. Os grédos de cacau foram pré-selecionados,
transportados a temperatura ambiente e a fermentacao foi realizada em caixas de
madeira padrao em condi¢cbes controladas (sementes com polpa durante 5 dias em
caixas de madeira de 120L), seguido pelo processo de secagem em superficies de

telhado solar até 8,0% de umidade conforme parametros de qualidade do produtor.
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2.4. Elaboracao dos chocolates

Os graos fermentados e secos (cerca de 16 kg) foram submetidos ao
processo de torrefacdo em torrador elétrico rotativo (Jaf Inox, TX, Sdo Paulo, Brasil)
iniciando a 90°+0,1°C e finalizando a 120°+ 0,1°C por uma hora e vinte minutos.

As amostras de chocolate com alto teor de cacau foram produzidas
segundo a formulacdo: massa de cacau (66,0%), manteiga de cacau (4,0%), acUcar
(29,60%) e lecitina (0,4%). ApOs a torracdo os lotes de cacau foram encaminhados a
uma descascadeira onde houve fragmentacédo e remocédo da casca e germe obtendo
0 nibs de cacau. Os nibs foram moidos em moedor de facas (Jaf Inox, FX, Sao
Paulo, Brasil), com acucar adicionado nesta fase. A pasta de cacau foi entdo
refinada em moinho de cinco rolos (Jaf Inox, MX, S&o Paulo, Brasil), produzindo uma
pasta de cacau com uma granulacdo adequada (20um) para a confecgao de
chocolate. A pasta refinada foi submetida a conchagem em concha horizontal a 70°C
por 24 horas. A manteiga de cacau e lecitina foram adicionados durante esta fase. O
chocolate foi transportado para uma maquina de temperagem (plataforma de
agitacdo) onde foi mantido até alcancar 42° C, na qual € a temperatura ideal para
formacéo dos cristais estaveis da manteiga de cacau. As amostras de chocolate
foram moldadas em moldes de polietileno retangulares, obtendo barras de 5g e 1kg.
Seguiu para a mesa vibratéria e apés foram arrefecidas, embaladas e mantidas a
18°C.

2.5. Extracdo de compostos fendlicos

Para extracdo dos compostos fendlicos as amostras foram
desengorduradas com éter de petroleo na propor¢cdo 1:2. A extracao foi realizada
com solucéo metanol: agua (80:20 v/v) de acordo com Oliveira et al. (2011) . Pesou-
se 100mg de cada amostra, previamente trituradas, em tubos e foram adicionados
10mL do solvente. Os tubos foram agitados no vértex (Phoemix, modelo AP-56)
durante 5 minutos e, em seguida, centrifugados a 5699 xg em centrifuga (Mikro
220R, Lettich zenthifugen) por 25 minutos. O extrato foi filtrado em filtro de papel

(Qualy 11,0 J.Prolab) e armazenado em tubo de Falcon em ambiente refrigerado.

2.6. Quantificacdo de compostos fendlicos totais
A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada usando o método
de Folin-Ciocalteu descrito por Swain e Hillis (1959) e citado por Roesler et al.
(2007).
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A quantidade total de fendis de cada extrato foi quantificada utilizando
uma curva padrdo preparada com epicatequina (EC), R?*= 0,9933, nas
concentracdes 6, 4,8, 4,2, 3,6, 3, 2,4, 1,8, 1,2, 0,6 mg.mL™. Para a reacéo de Folin-
Ciocalteu, utilizou-se uma aliquota do 0,5mL do extrato (concentracdo 10mg.ml %),
adicionando 2,5mL do reagente a 10% e 2,0ml da solu¢édo de carbonato de sodio a
7,5%. A mistura foi incubada ao abrigo da luz durante 2 horas, e a absorbancia foi
medida a 760nm no espectofotdbmetro UV-VIS (BEL PHOTONICS UV-M51).

2.7. Flavondides totais

A quantificagdo dos flavonoides foi realizada de acordo Lee et al., 2003.
Para realizar a reagdo 1mL do extrato fendlico foi transferido para um baldo
volumétrico de 10mL contendo 4mL de agua deionizada. Em seguida, foi adicionado
0,3mL de solucao de nitrito de sodio 5%. Depois de cinco minutos, 0,3mL de solu¢éo
de cloreto de aluminio 10% foi acrescentado. Apés um minuto, 2mL de hidroxido de
sédio 1M foi adicionado e completado o volume com &gua destilada. A quantidade
de flavondides em cada extrato foi quantificada usando uma curva padrédo preparada
com epicatequina R?=0,9942, nas concentracoes 0,4, 0,32, 0,28, 0,24, 0,20, 0,16,
0,12, 0,08, 0,04 mg.mL™ Subsequentemente, a absorbancia foi medida a 510nm no
espectofotbmetro UV-VIS (BEL PHOTONICS UV-M51).

2.8. Antocianinas

A extracdo e quantificacdo dos pigmentos foram realizadas pelo método
descrito por Teixeira et al. (2008). As amostras foram previamente trituradas e
pesadas correspondendo a 5,0g em todas as amostras, adicionados posteriormente
80mL de uma mistura de solvente extrator metanol:agua (70:30) e em seguida
adicionado acido cloridrico suficiente para ajustar o pH do meio para 2,0. O material
foi deixado em repouso por 24 horas a 5°C, ao abrigo da luz, e prensado
manualmente em papel de filtro, posteriormente, transferido para baldo volumétrico
de 100mL, tendo seu volume completado com o solvente extrator, formando o
Extrato Concentrado. Para a quantificacdo foi utilizado o método do pH diferencial,
utilizando espectofotbmetro UV-VIS (BEL PHOTONICS UV-M51), efetuando as
leituras em comprimento de onda de 535nm. O conteldo total de antocianinas foi
expresso em mg de antocianinas.100g™ de cacau. O Coeficiente de Extin¢cdo médio

(E1% 1cm) de diversas antocianinas foi utilizado, adotando-se 873 e 775
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respectivamente para os pH 1,0 e pH 4,5 (FULEKI & FRANCIS, 1968a). A solugao
pH 1,0 foi preparada a partir da mistura de solugdes de cloreto de potassio (0,2M) e
acido cloridrico (0,2M) na proporcao (27:73). O tampéao pH 4,5 foi preparado a partir
de solucdo de acetato de Sodio (1M) e agua na proporcdo (40:60), e HCI (o
suficiente para ajustar o meio para pH 4,5). Aliquotas de 12,5mL e 5mL de extrato
concentrado foram transferidas para balbes volumétricos de 25mL e 10mL,
respectivamente, tendo seus volumes completados com as solucdes tampdes pH
1,0 nos baldes de 25mL e com a solucéo pH 4,5 nos baldes de 10mL.

O célculo do teor de Antocianinas Totais por 100 gramas da amostra
avaliada foi obtido de acordo com a férmula a seguir, adaptando-se o valor de DO

para a diferenca de leitura entre os dois métodos de pH.

DO: X Viqx Vey x 1000
AntT Ant — 535nm E1l E2

—_— 1%
mgloogAmostra VAlq Xmx Elc;)n

Onde,

DO: Densidade 6tica do extrato diluido;

VEe1: Volume total do extrato concentrado;

Ve2: Volume total do extrato diluido;

Vaig: Volume da aliquota utilizado na dilui¢éo do extrato concentrado;
m: Massa da amostra;

E* 1.m: Coeficiente de Extincdo médio.

2.9. Atividade antioxidante
2.9.1. Método de DPPH
O método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) seguiu o procedimento
descrito por Roesler et al., 2007. Para avaliar a atividade antioxidante, 0,5mL dos
extratos obtidos na concentracéo de 10mg.mL™ foi submetidos a reacdo com 3,5mL
do radical DPPH em solucédo metandlica de 0,004% m.v*. A reducdo do radical do
DPPH foi medida através do monitoramento continuo do declinio da absorbancia a
517nm por 30 minutos, ao abrigo da luz, até valores estaveis de absorcédo. A

absorbancia foi convertida em porcentagem da atividade antioxidante.

%Inlblgéo = ((ADppH - AExtr) /ADPPH) *100
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Nessa formula, o Apppy € @ absorbancia da solugdo de DPPH e 0 Agyr € @
absorbancia do extrato na solucdo. A capacidade antioxidante de cada amostra
(IC50) é expressa como a concentracdo em pg.mL™ do extrato requerida para

consumir (decrescer a concentracéo inicial) de DPPH em 50%.

2.9.2. FRAP

O poder de reducédo, pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power), foi avaliado de acordo com metodologia descrita por Pulido et al. (2000),
com algumas modificacdes. O reagente de FRAP foi preparado como segue: 2,5mL
de uma solucdo 10mM de TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine) em HCl 40mM e
adicionados a 2,5mL de FeCl3.6H,0 e 25mL de tampao acetato 0.3mM pH 3.6. A
solugdo foi incubada a 37°C por 30 minutos. Para a avaliagdo da atividade
antioxidante, 2,7mL do reagente FRAP preparado previamente, foi misturado com
270uL de &gua destilada e 20uL da amostra. As amostras foram homogeneizadas e
incubadas a 37°C, por 30 minutos e a leitura realizada a 595 nm no
espectofotdbmetro UV-VIS (BEL PHOTONICS UV-M51). A atividade antioxidante em
cada extrato foi quantificada usando uma curva padrao preparada com solucao de
sulfato ferroso R?=0,992, e os resultados expressos em pM sulfato ferroso/g de

amostra.

2.9.3. CUPRAC

A capacidade antioxidante de reducdo do cobre CUPRAC ( foi
determinada de acordo com o método de Apak et al. (2008). Resumidamente, uma
aliquota de 50uL do extrato foi misturado com 1mL de cada solucdo: solucdo de
CuCl, (1.0 x 10® mol/L), solucéo alcodlica de neocupraina (7.5 x 10°mol/L), solucado
tampao de NH4Ac (1 mol/L, pH 7.0), e 1 mL de agua para completar o volume final
de 4,1 mL. A absorbancia foi medida contra um branco (agua ultra pura) depois de
30 min de reacéo. O valor de CUPRAC das misturas foi quantificado usando uma
curva de calibracdo R?=0,9899 empregando Epicatequina (34,6 — 3000 pmol/L)

como padréo, e os resultados serdo expressos como umolEC/L.
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2.10. Determinacgéo de fenois monomeéricos e metilxantinas por HPLC

Para a andlise quantitativa e qualitativa dos fendis monoméricos e
metilxantinas das amostras em estudo, foi utilizado o método descrito por Maciel et
al. 2016, com algumas adaptacdes. Vinte microlitros de cada amostra foram
analisadas pelo sistema de HPLC (Perkin Elmer Modelo Flexar acoplado a um
detector UV/VIS) e coluna C-18 (4,6x 250 mm, 5um). A coluna foi mantida a 30°C
em todas as analises e os comprimentos de onda utilizados para deteccdo foram de
280 nm. Na analise em HPLC, os compostos foram identificados comparando o
tempo de retencdo com os dos padrbes puros. A fase mével utilizada foi (A:B 85:15
v/v): dgua acidificada com &cido fosférico 0,05% e metanol:acetonitrila na propor¢ao

2:4 vlv isocratico com fluxo 0,4ml.mint.

2.10.1. Preparagao da curva de calibragéo
Os padrbes utilizados para este estudo foram: Compostos fendlicos
(Catequina, Epicatequina e Acido Galico) e Metilxantinas (Teobromina e Cafeina).
As solucdes padrdes de cafeina e acido galico foram preparadas em agua ultrapura,
catequina e epicatequina em metanol e theobomina em metanol: agua ultrapura
(80:20 v/v) e as curvas de calibracao foram obtidas a partir de injecdes em triplicatas
de oito concentracdes (2 mg.mL™-1000 mg.mL™).

2.11. Parametros do método de validacao
Para verificar a confiabilidade dos resultados, foram selecionados alguns
parametros de validacdo de métodos: seletividade, linearidade, limite de deteccéo,

limite de quantificacéo, precisao (recuperacéo) e robustez.

2.11.1. Linearidade
A analise de regressdo linear foi realizada com a média de oito
concentragcbes diferentes (n=3). A linearidade da curva de calibracdo para
concentracdo versus as areas dos picos da epicatequina, catequina, acido galico,
cafeina e teobromina foi analisada por R (coeficiente de correlagéo) de 1. Portanto, a
equacdao de regressao linear foi utilizada para calcular as concentragdes de areas de
pico correspondentes aos compostos epicatequina, catequina, acido galico, cafeina

e teobromina.
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2.11.2. Preciséo

A preciséo foi avaliada pela determinagéo da repetibilidade intradia e da
precisao intermediaria (interdia), pela analise de amostras preparadas em um dia
(intradiario) e amostras de cacau em trés dias diferentes (interdia). As amostras
foram fortificadas com epicatequina, catequina, &cido gdlico, cafeina e teobromina
em trés repeticdes, extraidas, filtradas e injetadas na coluna de HPLC. Foi avaliada
a precisdo através do desvio padréo relativo, do tempo de retencdo e da
concentracdo, com base nas areas dos picos dos compostos epicatequina,

catequina, acido galico, cafeina e teobromina (BONFATTI et al., 2008).

2.11.3. Limite de Deteccéao (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

O limite de deteccao foi expresso como: LOD = 3,30/ S, onde 0 é a
estimativa do desvio padrédo dos coeficientes lineares das equacdes (interceptacao
y) e S é a inclinacdo da curva analitica. Para calcular estes dados, foi desenvolvida
uma curva analitica utilizando a matriz contendo o composto de interesse na faixa de
concentracdo proxima ao limite de deteccdo, oram obtidas curvas analiticas, na faixa
de concentracdo de 0,2-30 pg.mL™. Para o limite de quantificacéo, foram utilizados
0s mesmos critérios de LOD, sendo calculado utilizando a razéo entre a estimativa
do desvio padréao do coeficiente linear da equacgao e o declive da curva de calibragao
(S), a partir da equagédo: LOQ =10*o /S (ICH 2005).

2.11.4. Seletividade
A seletividade foi demonstrada pela auséncia de qualquer pico de
interferéncia na regido do tempo de retencdo dos compostos epicatequina,

catequina, acido galico, cafeina e teobromina.

2.11.5. Robustez
As varidveis utilizadas para avaliar a robustez durante a injecdo da
amostra foram: temperatura do forno e proporcdo da fase movel. Cada parametro foi
realizada trés variagbes e cada experimento foi realizado em trés repeticbes. O
desvio padréo relativo do tempo de retencao e da concentracdo com base nas areas
dos picos dos compostos epicatequina, catequina, &cido galico, cafeina e

teobromina foram utilizados para avaliar a robustez.
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2.12. Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a Analises de Variancia (ANOVA) e ao
teste de Tukey a 5% de significAncia de modo a investigar semelhanca entre as
variedades. Foi empregada também a analise multivariada que utilizou os métodos,
técnicas e, simultaneamente, todas as variaveis na interpretacédo teérica do conjunto
de dados obtidos para identificacdo e discriminacdo das variedades. Para a analise
de componentes principais (PCA) foi realizado uma pré-selecdo dos dados para
utilizar como parametro de classificacdo das variedades e foi utilizada a matriz de
correlacdo. Foi selecionada a matriz chocolate e as analises de compostos fenolicos,
flavonoides e FRAP. O autoescalamento foi empregado como pré-processamento
dos dados. Para a obtencédo do dendrograma foram utilizadas a distancia euclidiana
e 0 método de conexdo incremental, utilizando-se o software MINITAB 17 para tratar

os dados e plotar os gréficos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
No teste de corte das amostras de cacau baseada pela CONCEX, todas

as améndoas foram classificadas como tipo |, classe A pelo peso médio superior a
1g e como “BOA” segundo a qualidade dos frutos, devido a seu bom aspecto
externo, aroma natural de cacau, auséncia de mofo interno e defeitos. A amostra
TSH1188 foi a Unica na qual ndo havia 50% das améndoas analisadas fermentadas.
N&o foram encontradas amostras infestadas. Haviam améndoas germinadas nas
amostras TSH1188 e PH16 e achatadas nas amostras BN34 e TSH1188.

PARCIALMENTE FERMENTADAS

ACHATADAS
"
GERMINADAS ™
]
INFESTADAS
CEPEC
MOFADAS |
B PH16
X I
SEM FERMENTACAO —_— BN34
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mTSH1188
FERMENTADAS E
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Figura 0120- Resultado do teste de cortes das cinco variedades de cacau (CEPEC2002, PH16,
BN34, CATONGO E TSH1188).

A umidade das améndoas apds secagem diferiu entre as variedades,
sendo a amostra CEPEC2002 a que foi encontrado o maior valor de umidade,
correspondente a 9% e o menor valor de umidade foi de 6,79% pertencente a
variedade BN34. As variedades TSH1188, PH16 E SR162 tiveram umidade de
7,05%, 7,88% e 7,42%, respectivamente. Pelo artigo 11 da resolu¢cdo normativa a
umidade devera ser obrigatoriamente determinada, mas nédo sera considerada para
efeito de enquadramento do produto em Tipo, sendo recomendado para fins de
comercializacdo da améndoa de cacau o percentual maximo de 8,00% para os Tipos
le 2 e 900% para o Tipo 3 e Fora de Tipo. Em trabalhos realizados por Cruz
(2002) foram encontrados para améndoas secas, do grupo Forastero, 5,07% de
umidade. Efraim (2009), analisando 10 variedades de cacau, encontrou para
améndoas fermentadas e secas, percentuais de umidade que variaram de 5,80% a
6,78%. Leite et al. (2013) analisou as variedades SR162 e PH16 onde os valores de
umidade encontrados foram 7,38% e 8,3%, respectivamente, valores préximos aos
encontrados nesse estudo. Todas as variedades alcancaram umidade esperada
apos torrefacdo para producéo de chocolate, que é de até 1,2%.

Os diferentes teores de umidade citados nos outros dois trabalhos s&o
decorrentes dos tempos de fermentacdo e secagem aplicados que variam conforme
quem a realizou. No estudo realizado por Cruz (2002) esses periodos nao sao
mencionados e no estudo realizado por Efraim (2009) o periodo do processo
fermentativo foi de 6 a 7 dias e o da secagem de 5 a 7 dias até umidade inferior a
8,0%.

Os resultados encontrados para o teor de compostos fendlicos totais,

flavonoides, antocianinas, DPPH, FRAP, CUPRAC estdo apresentados na tabela 1.



Tabela 01 - Teor de compostos bioativos e atividade antioxidante nas cinco variedades de cacau, nibs e chocolate.

VARIEDADES Com. Fendlicos Flavonoides Antocianinas DPPH FRAP CUPRAC
mg.g-1 mg.g-1 ug.g* pg.mL*? pmol.g™ pmol.L™?
CACAU
SR162 91,67 13,37+0,8™ 28,243,292 82,9+01,5™ 490,63+9,47" 19,26+1,41"
CEP.2002* 139,36+2,87%2 18,52+0,07°2 95,36+0,56° 66,8+0,1°° 814,5+31,3“® 29,29+0,76"%2
PH16 141,66+6,01% 17,64+0,355? 112,16+7,73% 66,9+0,02%2 698,22+21,7°2 28,57+2,5552
BN34 132,00+4,21°2 15,73+0,12"52 105,87+0,79% 66,60,1%2 723,8+23,8%2 31,862,042
TSH1188 143,73+ 11,67% 20,4+2,29%% 65,61+4,19%2 66,840,252 849,7+15,52°% 27,01+1,26%2
NIBS
SR162 48,75+0,48™ 10,04+0,07™° 90,77+11,817%° 66,6+0,2"" 208,78+11,48™ 7,06+0,49""
CEP.2002* 76,07+4,47%° 11,57+0,17°%° 91,47+10,37°%2 66,9+0,12 422,1+30,4°° 9,18+0,77°%"
PH16 75,38+10,06°%" 12,63+2,12°5° 104,965,772 68,1+0,2"? 353,04+11,55%° 8,81+2,94"°"
BN34 71,9045,515° 11,37+0,5"%° 117,15+13,60%° 66,9+0,4"2 356,42+12,35%° 9,23+1,091"%°
TSH1188 90,22+3,26°" 13,13+0,52%° 80,11+15,20" 66,9+0,1°° 451,6+20,8°° 11,9+1,59%°
CHOCOLATE
SR162 82,875,372 19,54+1,75" 130,3+0,75™ 67,3+0,1"" 467,11+15,22" 15,62+1,23"¢
CEP.2002* 86,96+9,22"° 22,32+1,44"° 191,89+15,94°° 67,3+0,1%° 702,5+21,8“° 25,72+1,88¢
PH16 111,28+4,275¢° 21,10+1,12" 200,07+0,16°° 67,4+0,1%2 517,94+13,80% 18,25+1,35"5¢
BN34 109,16+1,93%¢ 21,86+1,44"° 198,24+4,43%° 67,240,252 555,4+27,15° 19,84+0,42°¢
TSH1188 134,29+13,15%® 30,03+2,21°%¢ 236,51+19,49° 67,9+0,25° 717,48+4,49%° 21,88+1,945¢

Letras mailsculas diferentes representa diferenca estatistica significativa para teste de Tukey (p<0,05) entre as variedades dentro das matrizes. Letras mindsculas diferentes

representa diferenca estatistica significativa para teste de Tukey (p<0,05) entre matrizes de uma mesma variedade.
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O teor de compostos fendlicos totais variaram de 91,67 a 143,73, 48,75 a
90,22 e 82,87 a 134,29 mgEC.g™" em cacau, nibs e chocolate , respectivamente,
sendo os maiores valores encontrados na variedade TSH1188 e os menores no
SR162. Algumas variedades apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre
elas. A variedade TSH1188 também apresentou o maior valor para flavonoides 20,4,
13,13 e 30,03 mgC.g* em cacau, nibs e chocolate, respectivamente. A variedade
SR162 apresentou 66,83, 50,2 e 97,69 mgC.g™ em cacau, nibs e chocolate, nesta
ordem , de flavonodides, sendo os menores valores entre as variedades. No cacau
apenas a variedade SR162 diferiu estatistcamente das demais em relacdo aos
compostos fendlicos totais, enquanto que no chocolate as variedades SR162 e
CEPEC2002, PH16 e BN34 nao diferiram entre si. Os compostos fendlicos
diminuiram do cacau para o nibs, um comportamento j& esperado devido ao
processo de torracdo que degrada uma parte dos compostos fendlicos. Do nibs para
o chocolate houve um aumento e isso pode se atribuir a quantidade de interferentes
da formulacdo no chocolate. Era de se esperar uma reducdo visto que, no
processamento do chocolate a fase de conchagem é realizada a temperatura em
torno de 80°C por 12-24 horas 0 que ocasiona diversas reacdes dos compostos
fendlicos como degradacéo, transformacéo em volateis e emulsificacdo dos taninos.
Assim através dessa analise em chocolates ndo se pode afirmar que houve
aumento/formacdo de bioativos jA& que o chocolate possui constituintes na
formulacdo que podem superestimar a concentracdo de fendlicos totais, ja que a
quantificacdo por esse método detecta uma grande parte dos agentes redutores
além dos bioativos.

Leite et al. (2013) determinaram compostos fendlicos em massa de cacau
e chocolate com alto teor de cacaua partir de cultivares de cacau resistentes a
"doenca da vassoura-de-bruxa" e nao resistentes a doenca (variedades SR162 E
PH16) e encontraram valores de 23,95 a 25,78 mgC.g™* em cacau e 15,46 a 19,11
mgC.g™* em chocolates. Oliveira et al. (2011), encontraram valores que variaram de
221,82 a 233,32 mgAG.g™* em cacau e 289,43 a 301,43 mgAG.g™ em nibs. Ortega et
al., (2008) em estudo com a caracterizagdo de compostos fendlicos em diferentes
amostras de cacau e nibs encontrou valores de 259 mgC.g* em cacau e 3025
mgC.g1 em nibs valores estes mais altos aos encontrados nesse trabalho.
NIEMENAK et al. (2006), encontrou valores de compostos fendlicos totais que

variaram de 103,00 a 143,60 mg.100g™ em cinco variedades de cacau fermentado
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Vinson et al. (2006) nos EUA obteve resultados de 23.80mgC.g™ de fendis totais em
chocolate com alto teor de cacau e Cooper et al. (2008) na Suica encontrou
23,40mgece.g” em chocolate. Meng et al. (2009) encontrou 5,78mgC.gl em
chocolate na Malasia. Efraim et al. (2006), com sementes de cacau fermentadas
encontraram valores que variaram de 86.75 a 149.49 mgC.g' , valores estes
semelhantes ao encontrados nesse trabalho.

Oliveira et al. (2011) encontraram concentracdes de flavonoides 168,8 a
173,63 ngC.g'l em cacau e 211,89 a 214,03 ngC.g'1 em nibs. Maciel et al. (2016)
analisando onze variedades de cacau obteve concentracdo de flavonoides que
variaram de 40,94 mgEC.100"g a 234,07 mgEC.100g, ambos resultados diferentes
aos encontrados nesse estudo.

Vale ressaltar que a variagdo dos valores encontrados nos demais
trabalhos em relacdo a esse se deve ao fato da utilizacdo de padrdes diferentes em
cada estudo para quantificacdo dos fendlicos totais. E reportado na literatura por
WOLLGAST e ANKLAM (2000) que a epicatequina é o fenol monomérico mais
abundante nessa matriz representando cerca de 35% do contetdo fendlico total.
Outro ponto importante a ser considerado € o pré-processamento (fermentacao,
secagem e torrefacdo) de cacau, que, de acordo com alguns autores, reduz a
concentracao deste tipo de compostos (ADAMSON et al., 1999; STAHL et al., 2009).
Além disso, variadas regiées com condi¢cfes especificas podem resultar em frutos
com diferentes caracteristicas para a producdo de chocolate. Os valores relatados
reafirmam que cada regido apresenta caracteristicas edafoclimaticas distintas
resultando em frutos com caracteristicas préprias.

Os valores de antocianinas variaram de 22,8 a 112 pg.g™ em cacau, 80,11
a 117,15 pg.g* em nibs e 130,2 a 236,51 pg.g™* em chocolate. Na variedade Catongo
foi encontrado menor valor no cacau e chocolate e no Nibs o variedade TSH1188.
Os variedades BN34 e TSH1188 no nibs diferiram estatisticamente e os variedades
BN34, PH16 E CEPEC 2002 nao diferiram estatisticamente no chocolate.
NIEMENAK et al. (2006), avaliou o teor de antocianinas de cinco variedades de
cacau de Camardes, encontrando niveis que variaram entre 79 e 2817 ug.g™.
Estudos realizados por Maciel et al. (2017) em doze variedades de cacau
encontraram teores de antocianinas que variaram de 58,98 a 953,71 ug.g™. Os
teores de antocianinas foram maiores no chocolate seguidos do nibs e cacau,

respectivamente.



83

A atividade antioxidante frente ao radical DPPH (hidrazil 2,2-difenil-1-
picril) foi determinada por IC50, ou seja, a concentracdo de amostra necessaria para
inibir 50% da atividade maxima do radical livre. Os valores das IC50 neste trabalho
variaram de 66,6 a 82,9, 66,6 a 68 e 67,2 a 67,9 g de amostra.mL™ em cacau, nibs
e chocolate, respectivamente. O maior valor encontrado foi no cacau SR162
indicando que ele possui uma menor capacidade antioxidante perante as outras
variedades e assim necessita de uma maior quantidade de amostra para inibir 50%
da atividade do radical livre. A variedade SR162 foi a Unica que diferiu
estatisticamente dentro da matriz cacau e chocolate das demais variedades. Entre
as matrizes as variedades TSH1188 e CEPEC2002 difeririam nas amostras de
chocolate e a variedade SR162 diferiu nas amostras de cacau. Notou-se que as
amostras com menores valores de fenolicos obtiveram maiores valores de DPPH,
confirmando assim que quanto menor o teor de fendlicos menor é a atividade
antioxidante da amostra.

Arlorio et al. (2008) realizaram estudo sobre o impacto da torragédo na
atividade antioxidante em diferentes variedades de cacau e encontraram valores
entre 26,54 a 34,76 pg de amostra.mL™. Leite et al. (2013), realizaram estudo sobre
atividade antioxidante em chocolates provenientes de cultivares resistentes a
“vassoura de bruxa” e ndo resistentes a doenca e verificaram que na analise de
DPPH, o chocolate que apresentou maior potencial antioxidante era proveniente do
cultivar SR162 igualmente aos resultados desse trabalhado. Oliveira et al. (2011) em
estudos com cultivo convencional e organico encontraram valores de 4,22 a 5,29 ug
de amostra.mL™ em nibs e 7,67 a 9,87 pg de amostramL™ em liquor de cacau,
valores estes menores aos encontrados nesse estudo.

Na anélise através do método FRAP, em que foi monitorada a formacéao
do complexo Fe?" - TPTZ espectrofotometricamente, foi detectado 490 a 849,7umol
Fe™.g de cacau, 208,20 a 451,6umol Fe™.g' de nibs e 467,1 a 712,46 pmol Fe**.g"
! de chocolate. A andlise pelo método FRAP possui a limitagdo em que o sistema
deve ser aquoso (MOON; SHIBAMOTO, 2009). Outra desvantagem é que o método
nao pode detectar compostos que agem por meio da doacdo de atomos de
hidrogénio, particularmente tidis, como a glutationa, e proteinas, o que pode levar a
subestimacéo da capacidade antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Todorovic et al. (2015), analisaram chocolates de diferentes marcas e

teores de cacau 65 e 70% e encontrou valores entre 130,3 e 151,4 uM TE.g™, este
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estudo apresenta valores com diferente margem devido ser expressos em Trolox e
nao sulfato ferroso. Podendo apontar mais uma vez a influéncia das variedades dos
cultivares e do pré-processamento e processamento de fabricacdo aos quais 0s
chocolates foram submetidos em ambos os estudos. loannone et al. (2015)
estudaram o efeito da torragcdo em diferentes tempos e temperaturas nos teores de
antioxidantes e encontraram valores entre 250 a 500umol Fe**.g™, valores estes
semelhantes ao encontrados nesse estudo.

A anadlise da atividade antioxidante pelo método CUPRAC determinou a
habilidade da amostra reduzir o complexo cobre-neocuproina (Cull-Nc). Os
resultados encontrados nesse trabalho variaram de 19,26 a 31,86 uymol.L™?, 7,06 a
11,9 pmol.L™* e 15,62 a 25,72 pymol.L™ nas amostras de cacau, nibs e chocolate,
respectivamente. Os resultados no cacau foram superiores ao nibs e chocolate e a
variedade SR162 obteve o menor valor e a BN34 o maior valor em todas as
matrizes. Ndo ha na literatura trabalhos com essa anédlise em cacau, nibs ou

chocolate para comparar os resultados.

Tabela 02 - Quantidade de fendis monoméricos e metilxantinas nas cinco variedades de cacau, nibs

e chocolate.

VARIEDADES FENOIS MONOMERICOS (mg.g™) METILXANTINAS (mg.g™7)

Acido Galico Catequina Epicatequina Cafeina Teobromina
CACAU
SR162 1,33+0,03" <LQ 1,87+0,01° 1,33+0,18° 14,45+0,59"°
CEPEC 2002 10,23+0,08“* 2,38+0,30"%*  4,33+0,06"* 2,560,32°% 11,14+0,79%°
PH16 12,42+0,54°2 2,21+0,01°“*  3,08+0,05°* 23,10+0,35" 14,44+0,58"*
BN34 9,83+0,05°* 1,61+0,01“° 3,97+0,06"**  10,35+0,90°* 15,24+0,05"*
TSH1188 15,24+0,05" 2,90+0,10"*  4,6+0,52** 25,13+2,04™ 13,38+0,23"°
NIBS
SR162 <LQ <LQ <LQ <LQ 10,73+0,06"%°
CEPEC 2002 7,80+0,05%° 1,73+0,01%%°  2,45+0,01%° 1,39+0,08%° 8,38+0,51°°
PH16 9,45+0,19"° 1,12+0,01°° 1,97+0,01°° 12,65+1,79"° 10,07+0,03"%°
BN34 6,63+0,04°" 1,32+0,02°° 1,52+0,2"° 5,65+0,05%° 12,36+1,86"°
TSH1188 9,49+0,07"° 1,98+0,01"*°  3,05+0,06™" 16,97+1,28"° 11,960,007
CHOCOLATE
SR162 <LQ <LQ <LQ <LQ 8,67+0,32"°
CEPEC 2002 2,960,025 1,52+0,01%° 1,68+0,1% 1,05+0,01%° 7,17+0,25%°
PH16 3,07+0,04°¢ 0,95+0,02"° 1,02+0,01°¢ 10,16+0,32"° 8,69+0,01°°
BN34 2,760,06° 1,02+0,01°° 1,44+0,19°° 3,59+0,3%° 11,91+0,04"
TSH1188 3,69+0,01"° 1,58+0,01*° 1,92+0,01*° 11,96+1,66"° 11,19+0,8*°

*Letras maidsculas diferentes representa diferenca estatistica significativa para teste de Tukey (p<0,05) entre as variedades
dentro das matrizes. Letras mindsculas diferentes representa diferenca estatistica significativa para teste de Tukey (p<0,05)
entre matrizes de uma mesma variedade; LQ: limite de quantificagéo.

Os teores de cafeina variaram de 1,33 a 25,13 mg.g™ de amostra, sendo que

na variedade SR162 do nibs e chocolate, os valores encontrados foram abaixo do

limite de quantificagéo. O clone que apresentou o maior teor dessa metilxantina (MX)
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no cacau, nibs e chocolate foi TSH1188, correspondendo 25,13, 16,97 e 11,96 mg.g
! de amostra, respectivamente. Em todas as matrizes houve diferenca significativa
entre as variedades na qual TSH1188 e PH16, BN34 e CEPEC2002 néo
apresentaram diferencas entre si. O cacau de todas as variedades apresentaram
diferenca significativa comparando com nibs e chocolate, e estes ndo apresentaram
diferenca significativa entre si em uma mesma variedade. Maciel (2017) encontrou
teores de cafeina que variaram de 83,29 a 244,30 ug.g™ nos clones TSH 1188 e PH
16 respectivamente. Deus (2015) encontrou valores de 1,6 a 2,33 mg.g” em
amostras de cacau submetidas a diferentes tipos de secagem e Leite et al. (2013)
obtiveram valores de 0,02 a 0,9 pg.g™, ambos valores menores aos encontrados
nesse estudo. A diferenca pode estar relacionada ao tipo de método cromatografico,
no qual se utiliza diferentes fases moveis, em diferentes proporcoées, tipo de coluna,
faixa de absorbéancia e até mesmo a marca do equipamento além da diferenca das
variedades e cultivo, clima e condi¢cdes do processamento do cacau e do chocolate.

Os teores de teobromina variaram de 7,17 a 15,24 mg.g™ de amostra, sendo
0s menores valores no cacau, nibs e chocolate encontrados na variedade
CEPEC2002 e os maiores valores na variedade BN34. No cacau e no nibs a
variedade CEPEC2002 foi a Unica que apresentou diferenca significativa entre as
variedades. No chocolate as variedades SR162, CEPEC2002 E PH néo
apresentaram diferencas significativas entre si, igualmente as variedades BN34 E
TSH1188. Comparando cacau, nibs e chocolate de uma mesma variedade, a
amostra BN34 ndo apresentou diferenca significativa, enquanto o SR162 apresentou
diferenca entre as matrizes e TSH, CEPEC2002 E PH16 apresentou diferenca
somente no cacau. Os resultados de teobromina aproximam com 0s encontrados
por Deus (2015) que variaram de 11,14 a 14,96 24 mg.g' de amostra. Maciel
(20176) e Leite et al. (2013) obtiveram menores valores nas amostras
correspondendo a faixa de 2,01 a 3 pgg’ e 1379,12 a 1807,23 ug.g*,
respectivamente.

Trés das cinco variedades analisadas apresentaram teores de teobromina
maior que de cafeina no cacau, nibs e chocolate. Isso € um resultado satisfatorio
visto que é reportado por estudos que a teobromina é a metilxantina mais abundante
no cacau.

Os fenbis monoméricos catequina e epicatequina variaram de 0,95 a 2,90

mg.g”* de amostra e 1,02 a 4,6 mg.g”" de amostra, respectivamente, sendo que a
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variedade SR162 foi a que apresentou menores teores tanto no cacau, nibs e
chocolate e a amostra TSH1188 apresentou os maiores teores. A variedade SR162
apresentou teor de catequina abaixo do limite de deteccao e de epicatequina abaixo
do limite de quantificacdo. As cinco variedades apresentaram teores de epicatequina
superiores aos de catequina. De acordo com os resultados de alguns estudos Leite
et al. (2013), Carrillo et al. (2013), Cruz, 2012 as catequinas possuem teores
menores do que os teores de epicatequina em améndoas de cacau. Em trabalho
realizado com pd de cacau na Croacia foram encontrados 380 pg.g™ de epicatequina
e 40,00 ug.g* de catequina (BELSCAK, 2009). NIEMENAK et al. (2006), encontrou
teores de catequina e de epicatequina em cacau fresco no pais de Camardes, que
variaram entre 125 e 1442 pug.g™ e 14435 e 43903 ug.g™, respectivamente. Leite et
al. (2013) encontrou valores de 0,95 a 1,73 mg.g> e 1,55 a 1,85 mg.g’, de

catequina e epicatequina, valores estes préximos ao encontrado nesse trabalho.

Os teores de &cido galico variaram de 1,33 a 15,24 mg.g™* de amostra, sendo
a variedade SR162 representada pelo menor valor e o TSH1188 o maior valor nas
amostras de cacau. A variedade SR162 no nibs e chocolate apresentaram valores

abaixo do limite de deteccdo do método.

A tabela 03 apresenta a faixa de concentracdo de trabalho, a equacédo de
regressdo linear, o coeficiente de determinacdo (R?), limite de deteccéo, limite de
quantificacdo e teste de recuperacdo do método para os compostos analisados. As
curvas de calibracdo de sete pontos foram lineares no intervalo de concentracao de
10 a 1000 mg.L™? para catequina, epicatequina e cafeina, 2 a 200 mg.L™ para

teobromina e 8 a 800 mg.L™ para acido galico.

O coeficiente de determinacédo (R?) de todos os compostos analisados foi
maior de que 0,99. Os valores de recuperacdo médio foram de 90,1% para Acido
galico, 89,7% para a cafeina, 92,1% para a teobromina, 87,8% para a catequina e
94,7% para a epicatequina.

Tabela 03 - Concentracéo de trabalho, equacéo de regresséo linear, coeficiente de determinacgéo

(Rz), limite de detecc&o, limite de quantificagéo e teste de recuperacgéo do método para Ac. Galico,
Cafeina, Teobromina, Catequina e Epicatequina

Faixa de LD LQ
Padrao trabalho Equacéo R® (pg.mL'l) (pg.mL'l) Rec (%)
(mg.L™)

Ac. Galico 8 - 800 y=5x1076x + 95759  0,9991 1,2 1,6 90,1+1,99



87

Cafeina 10-1000 y=7x10"6x-143321  0,9901 0,2 0,65 89,7+3,91
Teobromina 2-200 y=5x10"6x+41130 0,995 0,11 0,4 92,1+3,92
Catequina 10-1000 y=1x10"6 - 3046 0,997 2 5 87,8+2,13
Epicatequina 10-1000 y=2x10"6x+38097 0,996 1 3 94,7+1,87

Os cromatogramas mostraram uma boa resolugcao para os analitos estudados
e sem a presenca de picos de interferéncia. Os tempos de retencao para os analitos
(Fig.01- A) nas amostras foram semelhantes aos picos das soluc¢des padrao (Fig.01-
B).
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88

Na Figura 03 est4 expresso o grafico dos scores das componentes
principais.

A partir da analise de componentes principais (PCA), figura 03, foi
verificado que as componentes PC1 e PC2 descrevem 91,1% da variancia total dos
dados e forneceram informac¢Bes discriminatérias das amostras. Sendo que, a
primeira componente principal (PC1) descreveu 74% e a segunda descreveu 20,1%
da variacéo total dos dados. A PC1 foi responsavel por discriminar trés das cinco
variedades devido aos parametros selecionados. Ja a PC2 promoveu a separagao
de dois grupos. A projecao conjunta das PC1 e PC2 foi capaz de discriminar quatro
grupos de chocolate produzidos por cinco variedades de cacau avaliadas neste
trabalho, sendo que houve uma juncdo das variedades BN34 e PH16 pelas suas

similaridades.
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Figura 03- Dispers@es dos escores PC1 e PC2 de Andlise de cinco variedades de chocolate

As tendéncias observadas através da analise dos componentes principais
(PCA) foram confirmadas através do dendrograma obtido pela HCA (Figura 04). Foi

possivel observar a formacdo de 4 agrupamentos em uma distancia euclidiana de
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1,70 visto que as amostras das variedades BN34 e PH16 foram semelhantes em

algumas analises formando um Unico grupo.
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Figura 22 - Dendograma (HCA) representativo da dissimilaridade entre chocolates produzidos de
diferentes variedades T. cacao L

O motivo pelo qual o Catongo diferiu dos outros grupos se deve ao fato de
ser considerado uma mutacdo albina do cacau Forastero. A sua principal
caracteristica sob o ponto de vista morfolégico € a despigmentacéo dos cotilédones
0 que poderia levar a classificacdo de cacau Criollo. No entanto sendo o fruto de
casca dura e o numero de sementes por fruto superior a 30, é geralmente integrado
na populacdo Forastero (Verissimo, 2012). A despigmentagdo dos cotilédones é
justificada pelo baixo teor de antocianinas.

Segundo Efraim (2009) o TSH1188 é descendente do grupo Forastero e
Trinitario. O PH 16 € uma variedade proveniente da selecao feita em area comercial.
N&o tem progenitores conhecidos, a planta foi originalmente identificada em 1996 da
populacdo de cacaueiros hibridos, provenientes de cruzamentos interclonais entre
cacaueiros dos grupos Amazénico e Trinitario (Cruz, 2012) e o CEPEC2022 hibrido
de cruzamento entre Forastero Amazoénico e Trinitario. Ndo foram encontrados na
literatura o grupo que se enquadra a variedade BN34. Como observado no resultado

das analises mesmo pertencendo a um mesmo grupo, hibridos Forastero e Trinitario,
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as variedades PH16 e TSH1188 diferiram, constatando que existem conjuntos de
caracteristicas que identificam cada variedade.

Existem varios fatores internos e externos que afetam a qualidade e
guantidade de compostos bioativos no cacau e seus derivados. As diferencas
registradas poderiam ser explicadas, pelo menos em parte, pela interacao de varios
fatores genéticos, fisioldégicos, agrondémicos, e fatores ambientais (microclima) que

modificam a concentracao final destes compostos em cada variedade.

4. CONCLUSAO

A variedade SR162 de cacau, nibs e chocolate apresentaram menores valores
para compostos fendlicos totais, catequina, epicatequina, &cido gélico, cafeina,
flavondides e antocianinas e maior valor de DPPH por precisar de uma maior
guantidade de amostra para exercer a atividade antioxidante. A variedade TSH1188,
em todas as matrizes, apresentou os valores mais altos de compostos fendlicos
totais, catequina, epicatequina, éacido galico, cafeina, flavondides e atividade
antioxidante FRAP. Assim sendo um produto feito a partir dessa variedade possui
maiores teores de compostos bioativos que proporcionam beneficios a saude. O teor
de teobromina apresentou maiores quantidades na variedade BN34 e menores na
variedade CEPEC2002 de todas as amostras analisadas. Os resultados dos fenois
monoméricos para chocolates foram satisfatorios devido a auséncia de interferentes
da formulacdo dos mesmos. Através da andlise por HPLC dos fendis monoméricos
pode ser observado que os compostos diminuiram do cacau para o nibs e desse
para o chocolate em todas as variedades. Comprovando que a quantificacdo de
fendlicos totais no chocolate ndo é viavel devido aos interferentes. A analise de PCA
mostrou que as variedades tém caracteristicas relacionadas com a sua composi¢ao
em compostos bioativos, classificando quatro grupos bem definidos (considerando
as andlises de fendlicos, flavonoides e FRAP), pois as variedades BN34 e PH16
tiveram caracteristicas semelhantes. Existe uma variacdo consideravel entre as
variedades analisadas em relacdo aos seus teores de compostos bioativos e
atividade antioxidante. Por meio da analise exploratéria de dados empregada sobre
resultados de técnicas analiticas simples e rapidas, foi possivel obter informacdes
sobre a dissimilaridade entre as variedades de cacau a partir de amostras de

chocolates, a qual corrobora com estudos ja realizados acerca de diferencas das
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mesmas. As variedades apresentam caracteristicas proprias referentes a sua
composicdo em compostos bioativos e atividade antioxidante, classificando cada
variedade, demonstrando que essas caracteristicas podem agregar oportunidade
econbmica para melhor comercializagdo do cacau monovarietal, possibilitando a

producao de chocolate fino e/ou “gourmet”.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Para estudos futuros vale ressaltar que é aplichvel a utilizacdo de
modelos de calibracdo utilizando técnicas multivariadas para a identificacdo, e
discriminacéo de variedades de cacau, assim como a proposi¢cao de investigacdo de
outros parametros para a classificagdo de variedades de cacau, seus derivados e
produtos. Assim com uma amostragem adequada e analises suficientes podera
trabalhar pela certificacdo de denominacdo geografica de cacau e chocolate do Sul
da Bahia. Além disso, é indispensavel o conhecimento da biodisponibilidade desses

compostos no organismo humano, o quanto se absorve e 0 quanto € necessario

para se ter um efeito benéfico a saude.
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ANEXO

MAPEAMENTO PATENTNARIO DE PRODUTOS DE CACAU, CARACTERIZADO
PELA COMPOSICAO CONTENDO COMPOSTOS ORGANICOS OU
INORGANICOS

Tassia Cavalcante Pirest, Leonardo Fonseca Maciel?, Eliete da Silva Bispot

'Departamento de Analises Bromatolégicas, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal da Bahia, Rua
Bar&o de Geremoabo, s/n, Ondina, CEP: 40171-970, Salvador, BA, Brasil.

RESUMO

O interesse no cacau e nos seus subprodutos tem crescido devido a sua composi¢do com
grande fonte de compostos bioativos e seu alto potencial para gerar inovagdo. O cacau possui
compostos que influenciam diretamente na qualidade dos produtos e estes diferenciam de
acordo com as caracteristicas genéticas e cultivares do fruto. Este trabalho tem como objetivo
a busca de anterioridade sobre produtos de cacau como, por exemplo, chocolate e sucedaneos
caracterizados pela composicdo contendo compostos organicos ou inorganicos, além de
apresentar uma visao geral do desenvolvimento tecnoldgico, estado atual de novos produtos
feitos a partir dessa matéria prima. A pesquisa foi realizada na base de patentes Espacenet.
Foram encontradas 1013 patentes depositadas nessa base de dados através do cddigo
A23G1/32, especifico para o tema em estudo. Verificou-se que os Estados Unidos é o pais
qgue apresenta maior investimento nesses produtos apesar de ndo estar entre 0s maiores
produtores de cacau. Durante o periodo de 2005 a 2012 houve uma grande quantidade de
depdsitos de patentes provavelmente pelo incentivo recebido pelos pesquisadores das areas e
empresas.

Palavras-chave: Theobroma cacao, patentes, produtos de cacau.
ABSTRACT

The interest in cocoa and its by-products has grown due to its composition with great source
of bioactive compounds and their high potential to generate innovation. Cocoa has
compounds that directly influence the quality of products and these differ according to the
genetic characteristics and cultivars of the fruit. This work aims to prior art search on cocoa
products such as chocolate and substitutes characterized by the composition containing
organic or inorganic compounds, in addition to presenting an overview of the technological
development, current state of new products made from this material cousin. The survey was
conducted in the Espacenet patent base. They were found in 1013 patents filed in the database
through the A23G1 code / 32, specific to the topic under study. It was found that the United
States is the country with greater investment in these products despite not being among the
largest producers of cocoa. During the period 2005-2012 there was a lot of patent applications
probably the encouragement received by researchers in the areas and businesses.

Keywords: Theobroma cacao, patentes, cocoa products.

INTRODUCAO
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O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma planta pertencente a familia Malvaceae,
provavelmente originada da Bacia Amazonica e cultivada nas regides tropicais do mundo. O
interesse de cultivo desta espécie esta no aproveitamento de suas sementes para producdo de
derivados de cacau (ALVES, 2002). O cacau tem importancia econdmica no contexto
internacional por ser uma commodity de participacdo relevante no comércio mundial de
produtos agricolas tanto em importa¢des quanto exportacdes (GUYTON, 2003).

De acordo com o ICCO (International Cocoa Organization), os maiores produtores
mundiais de cacau sdo a Costa do Marfim, seguida por Gana, Indonésia, Nigéria, Camardes ,
Brasil , Equador e Papua Nova Guiné (ICCO, 2011). A Bahia ainda é o maior produtor de
cacau no Brasil, com 64% do total produzido, seguido por Pard (25%), Rondbnia (8%) e
Espirito Santo (3%) (LOPES et al., 2011).

Basicamente, apds a colheita do cacau, sdo efetuadas as operacdes de abertura dos
frutos, fermentacdo das sementes junto a polpa que as envolve, secagem e torracdo para
obtencdo da massa ou liquor de cacau, que sera utilizado na obtencdo de manteiga e p6 de
cacau, além de chocolates e produtos analogos (BECKETT, 1994). Durante essas etapas sao
gerados ndo apenas 0s precursores do sabor caracteristico dos produtos de cacau, como
também compostos que ndo mais sofrerdo modificacdes e que contribuirdo para esse sabor.

Quanto a composi¢do quimica, o cacau é constituido de triglicerideos e &cidos graxos,
compostos polifendlicos, taninos condensados e bases puricas representadas particularmente
pela teobromina, cafeina, adenina e guanina. A constatacdo da presenca de antioxidantes
polifendlicos em sua constituicdo tem causado interesse crescente na utilizacdo deste produto
em preparacdes cosméticas (Simdes, 2007; Costa, 2002). O cacau possui composicdo quimica
Unica, com mais de 500 compostos, dentre os quais merecem destaque as metilxantinas.
Classificadas como alcaloides purinicos, sdo consideradas substancias estimulantes, e as
encontradas no cacau sdo: teobromina, em maior concentracdo, seguida da cafeina e por
ultimo da teofilina (Hurst et al. , 2002).

O cacau se destaca como um grande contribuinte da economia. Por isso é importante
aproveita-lo de maneira mais rentavel, visto que devido a globalizacdo, cada vez mais os
produtos vem sofrendo modificacBes para se encaixarem no mercado competitivo, 0 que gera
muitas pesquisas para tentar suprir os desejos dos consumidores, que querem um produto com
qualidade e que faca bem a satde(CUZZUOL et al., 2014).

Este estudo tem como finalidade realizar um levantamento das pesquisas
desenvolvidas sobre os produtos de cacau, por exemplo, chocolates e sucedaneos,
caracterizados pela composicao contendo compostos organicos ou inorganicos.

METODOLOGIA

A busca por documentos de patentes foi realizada de maneira a prover o maior nimero
de documentos de patentes correspondentes ao tema de interesse, utilizando a classificagdo
internacional de patentes que tornasse possivel uma pesquisa representativa e palavras chave
apenas para encontrar os codigos apropriados a cerca de produtos de cacau caracterizados pela
composigdo contendo compostos organicos ou inorganicos.

A Tabela 1 mostra o escopo utilizado para a pesquisa dos documentos de patentes.

Nibs

A23G1/32  A23L1/00 A23G  A23G1/30  Worldwide

Chocolat*
Cocoa*
Phenolics
Anthocyanins
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X 10.000(CPC)
X 8150(CPC)
X 507(CPC)
X 1761(CPC)
X 468(CPC)
X 1013(CPC) -
1276(IPC)
X 427
X 10.000(CPC)
X 8515(CPC)
X X 491(IPC)
X X 11(CPC)
X 1013(CPC)
X 181(CPC)
X X 265(CPC)

X
X

Tabela 01- Ndmero de documentos de patentes por palavras-chave/codigos de classificagdo. A23G1/32:
Cacau; produtos do cacau, por exemplo, chocolate; substitutos para cacau ou produtos de cacau;
confeitaria ; goma de mastigacgdo; gelado ; sua preparagéo caracterizado por a composi¢do contendo compostos
orgadnicos ou inorganicos. A23L1/00: Alimentos ou géneros alimenticios; Sua preparacdo ou
tratamento ( preservacdo dos mesmos, em geral. A23L3/00 ; aspectos  mecénicos A23P ). A23G:
Cacau; produtos do cacau, por exemplo, chocolate; substitutos para cacau ou produtos de cacau ;
confeitaria ; goma de mastigacdo ; gelado ; sua preparagdo. A23G1/30: Cacau; produtos do cacau, por exemplo,
chocolate; sucedaneos. Fonte: Autoria prépria, 2016.

As buscas foram realizadas por meio do banco de patentes do CPC (Classificacdo
Cooperativa de Patentes) e IPC (Classificacdo Internacional de Patentes), através da
ESPACENET, que é uma base mundial de acesso livre usualmente empregada em trabalhos
de prospeccéo, no periodo de Abril de 2016. Inicialmente, foi realizada a analise do nimero
de patentes depositadas com palavras chaves distintas em inglés, como Cocoa*, Chocolat*,
Nibs encontrando 8.150, 10.000 e 1761 documentos de patentes, respectivamente, e
compostos importantes do cacau como Phenolics, 507 patentes e Anthocyanins, 468 patentes.
Através das palavras chaves foi encontrado o cddigo especifico para o presente trabalho
A23G1/32, com 1013 documentos de patentes no CPC E 1276 no IPC, codigo relacionado a
produtos de cacau, por exemplo, chocolate e sucedaneos: caracterizados pela composicao
contendo compostos organicos ou inorganicos. Foi escolhido o cddigo no CPC por ser mais
detalhado, restringindo a busca para o assunto de interesse. Apds a eliminacdo das
duplicidades, compactando as patentes no Espacenet, reduziu o nimero de documentos para
865, estando disponiveis 322 patentes para exportacao atraves do CSVed.

A interpretacdo de dados a partir das informacdes obtidas da tecnologia patenteada
sobre produtos de cacau caracterizados pela composigdo orgéanica ou inorgénica foi
selecionada e analisada para obtencdo de informacdes relevantes, as quais descrevessem a
invencdo, gerando graficos elaborados no Microsoft Excel (2010) que mostram os resultados
da evolugdo anual de depositos, a quantidade de patentes depositadas por cddigos, 0s
principais campos de aplicacdo dos documentos de patentes, paises detentores da tecnologia
e aplicantes. No tratamento desses dados houve limpeza das grafias e ajustes necessarios
para a fidedignidade dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os dados coletados dos paises de depdsito é possivel verificar que foram
registrados 93 depositos de patentes na Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual
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(WO) e 36 patentes na Organizacdo Européia de Patentes (EP). O pais que mais se destacou
no dominio de depdsito patentes relacionados a produtos de cacau caracterizados pela
composicdo contendo compostos organicos ou inorganicos foi o Estados Unidos com 203
patentes, seguidos do Japdo com 61, Republica Centro Africana com 35, Alemanha com 29,
Franca com 28, China com 18, Republica da Moldova com 7, Suécia com 4, Espanha com 4,
Itdlia com 3, Nova Zelandia, Holanda, Israel, Canada, Australia, com 2 e Tunisia, Sérvia e
Luxemburgo com 1.

Segundo a ICCO os Estados Unidos ¢é o principal pais consumidor de cacau com 689
mil toneladas, seguido pela Alemanha, Franca e Reino Unido, com 280, 218 e 215 mil
toneladas, respectivamente. Mesmo os Estados Unidos ndo sendo produtores de cacau, eles
lideram as importacdes, investindo na inovacdo e métodos de conservagdo e aplicacdo dos
produtos de cacau. N&o foi identificado nenhum depésito de patente no Brasil. Existe ainda
uma caréncia de parcerias entre empresas, universidades e o préprio governo brasileiro capaz
de desenvolver um sistema solido e eficaz de pesquisa e desenvolvimento no intuito de
permitir o avanco da inovacdo do Brasil. A Figura 01 relaciona o nimero de documentos de
patentes depositados por pais de origem que ndo estdo em sigilo até 0 momento da presente
pesquisa.
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Figura 01- NUmero de patentes depositadas por pais. Fonte: Autoria, 2016.

Na figura 02 encontra-se o grafico de patente por paises de aplicacdo. Os Estados
Unidos continua liderando em numero de patentes, e comparando-o com o grafico de
depdsitos se constata que embora o Brasil ndo esteja entre os inventores das patentes nem por
autores nem por paises no qual foi depositado, ele faz uso da tecnologia, com 9 patentes
aplicadas no pais.
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Figura 02- Namero de patentes aplicadas por pais. Fonte: Autoria, 2016.

Entre os anos de 1995 e 2015, foram depositadas cerca de 441 (51% do total) patentes,
provavelmente pelo incentivo recebido para empresas e pesquisadores das areas. Destacam-se
0s anos de 2005 e 2012, com maiores numero de depoésitos de patentes (43 e 53
respectivamente), o que pode ser explicado pelo aumento da demanda por produtos de melhor
qualidade e incentivos pela busca de melhores tecnologias que pudessem apresentar total
aproveitamento da producdo do cacau e inovacdo de produtos que utilizem seus compostos
com caracteristicas funcionais. Analisando a evolucdo anual cronoldgica das patentes
depositadas (Figura 03) em vinte anos, verifica-se que 0s anos anteriores a 2004 houve baixa
producdo de patentes, refletindo a escassez de invencdes registradas nas bases de dados ou
pouco incentivo a pesquisa para aplicacdo e melhorias desta tecnologia.
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Figura 03- Numero de patentes depositadas por ano. Fonte: Autoria, 2016.
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A Figura 04 ilustra a tendéncia de producdo tecnoldgica dos produtos de cacau nos
ultimos dez anos, mostrando um comportamento em ascensdo, porém esse crescimento
diminuiu nos dois ultimos anos, provavelmente devido ao periodo de sigilo das patentes que é
18 meses apo6s sua data de deposito.
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Figura 04- Acumulo de patentes depositadas por ano. Fonte: Autoria, 2016.

As classificacBes mais presentes nos resultados foram A23G1/32 liderando com 167
patentes, seguidas dos codigos A23G1/00, A23G1/30, A23G1/56, A23L1/30.

A23L1/30

11

A23G1/56

A23G1/30

27

29

52

A23G1/00

156

A23G1/32

167

Figura 05- Quantidade de patentes por codigo de Classificacdo Internacional. Fonte: Autoria prdpria, 2016.

Cadigo

Nome

A23G1/32

A23G1/00

Cacau; Produtos de cacau, por exemplo, o
chocolate; sucedaneos .Caracterizados por a
composic¢do (contendo compostos organicos
ou inorganicos).

Cacau; Produtos de cacau, por exemplo, o
chocolate; sucedaneos (equipamentos de
cozinha para 0 cacau preparagdo A47J, por




105

exemplo, um aparelho para fazer bebidas

A47J31/00).

A23G1/30 Produtos do cacau, por exemplo, o chocolate;
sucedaneos.

A23G1/56 Fabricagdo de produtos liquidos, por exemplo,

para fazer leite com chocolates (bebidas e
produtos para a sua preparacdo, pastas para
espalhar, migalha de leite, (A23G1/305 tem
prioridade).
A23L.1/30 Contendo  aditivos  (A23L1/308 tem
prioridade).
Tabela 02- Nome dos cddigos de classificagdo. Fonte: Autoria propria, 2016.

Das patentes depositadas 21% ndo possuem os nomes dos inventores (Figura 06B).
Os inventores que mais se destacam no deposito de patente sobre o tema em estudo sdo Ley
Jakob Peter (DE- Alemanha) e Wang Xiaoying (US- Estados Unidos) com 5 patentes,
seguidos de Mosimann Gustav (CH- China) e Wonschik Johann (DE- Alemanha) com 4
patentes. Observa-se que 0s inventores optam por depositar suas patentes em outros paises
diferentes da sua nacionalidade, como preferéncia os Estados Unidos.

6 = NAO
POSSUI;

5 21%
4
3 -
2
1
0
m POSSUJ;

%é 79%

@ (B
Figura 06- (A) Quantidade de patentes por inventor. (B) Percentual de patentes que possuem e que ndo
possuem nomes dos inventores. Fonte: Autoria propria, 2016.

O perfil dos aplicantes, demonstrado na Figura 07, destaca que 59% dos depdsitos de
patentes provém de empresas, 39% Inventores Individuais e 2% provém de Universidades.
Uma parte consideravel das patentes é acerca de métodos para melhoria das propriedades dos
produtos, desenvolvimento de novas tecnologias e disponibilizagdo de novos produtos para a
sociedade, possuindo aplicacdo industrial, logo constatando a alta porcentagem do perfil de
aplicantes serem de empresas.
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Figura 07- Distribuicdo dos documentos de patentes relacionados por tipo de depositante. Fonte: Autoria
prépria, 2016.

De acordo com o levantamento realizado, a empresa que mais se destaca como
aplicante de patentes a cerca de produtos de cacau e sucedaneos caracterizados pela
composi¢do de compostos organicos ou inorganicos € a MARS com 13 documentos de
patentes. A MARS € uma grande empresa que produz chocolates, balas e gomas de mascar
além de ter moinho de arroz , negdcios de cuidados para animais de estimacgdo, producdo de
molhos e investimentos em um centro de ciéncia do cacau. Possui 17 Centros de cacau de
Desenvolvimento (CDCs) na Costa do Marfim, que promove a realizacdo de pesquisas de
ponta para melhorar a cultura do cacau, métodos agricolas e protecdo contra pragas e doengas,
investi em regides criticas de cacau e dar aos agricultores o conhecimento e tecnologia que
eles precisam para triplicar seus rendimentos(CACAU,2016). As maiorias das suas patentes
sdo acerca de adicdo de compostos para melhoria da qualidade sensorial dos chocolates. Em
segunda vem as empresas Unilever (11 patentes), Hershey(10 patentes), Cadbury Adams(9
patentes) e Symrise(7 patentes) .

CADBURY ADAMS _ 9

MARS INC

13

o
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Figura 08 — NUmero de patentes por empresa. Fonte: Autoria propria, 2016.
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CONCLUSAO

Através do estudo prospectivo tecnoldgico, pOde-se constatar que houve uma
quantidade consideravel de depositos de patentes entre os anos de 2005 a 2012, o que pode ser
explicado pelo aumento da demanda por produtos de melhor qualidade e incentivos pela
busca de melhores tecnologias que pudessem apresentar total aproveitamento de producédo do
cacau e das caracteristicas funcionais. No emprego das patentes depositadas na base de dados
(Espacenet) por diferentes paises entre o periodo de 1913 a 2015, sobre produtos de cacau ,
foi possivel verificar que existe um forte crescimento de depdsito de patentes pelos Estados
Unidos e Japdo mesmo esses ndo sendo paises que lideram o a producéo do cacau. A maioria
das patentes foram depositadas por empresas e de acordo com Codigo Internacional de
Patentes estdo associadas a inovacgdo de produtos do cacau (Theobroma Cacao L.).

O Brasil ainda possui uma participacdo muito inferior aos paises desenvolvidos, nao
apresentando nenhuma patente depositada em relacdo aos aspectos deste estudo, possui
apenas 9 patentes aplicadas. Existe ainda uma caréncia de parcerias entre empresas,
universidades e o proprio governo brasileiro capaz de desenvolver um sistema sélido e eficaz
de pesquisa e desenvolvimento no intuito de permitir o avango da inovagdo no pais.
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