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RESUMO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma cultura nativa das florestas tropicais e
desempenha um papel importante na economia de regides produtoras, porem, devido a falta de
infraestrutura e préaticas inadequadas no beneficiamento, geram améndoas com baixo potencial
de aplicacdo na industria alimenticia. Afim de valorizar as améndoas de cacau, esta pesquisa
objetivou avaliar a qualidade das améndoas de regifes paraenses (Baixo Tocantins, Nordeste,
Oeste, Sudeste e Transamazonica) produtoras de cacau por avaliagdo fisica, fisico-quimica e
cromatograficas e comparar o desempenho da espectroscopia no infravermelho proximo aliado
a ferramentas quimiomeétricas. Foi aplicado um questionario com os produtores para as praticas
de fermentacdo e secagem, seguido de avaliagdo fisica, fisico-quimicas, capacidade
antioxidante, quantificacdo dos polifendis totais e compostos bioativos, além de utilizar o NIR
como ferramenta analitica. De acordo com a avaliacdo fisica, as amostras apresentam padrao
comercial aceitavel, porém, os resultados do teste de corte evidenciaram a falta de padronizacéo
no pré-processamento das sementes. Dentre os parametros fisico-quimicos (proteinas, lipideos,
umidade, cinzas, pH, acidez e atividade de adgua), a umidade estava dentro do limite tolerado
pela legislacéo e somente lipideos apresentaram diferengas significativas. Quanto a capacidade
antioxidante, polifendis totais e compostos bioativos, somente 0s compostos bioativos
apresentaram diferencas significativas, com a regido do Baixo Tocantins apresentando valores
superiores para todos os compostos estudados. O agrupamento das amostras em funcdo das
variacOes de composicao fisico-quimicas foi evidenciado pela Analise de Componentes
Principais que houve formacéo de cluster para a regido do Baixo Tocantins.

Palavras-chaves: Amazonia; Theobroma cacao; Espectroscopia no Infravermelho Proximo;
Quimiometria.



ABSTRACT

Cocoa (Theobroma cacao L.) is a native fruit of tropical forests and plays an important
role in the economy of producing regions, however, due to the lack of infrastructure and
inadequate processing practices, they generate almonds with low potential for application in the
food industry. In order to value cocoa beans, this research aimed to evaluate the quality of cocoa
beans from regions of Para (Lower Tocantins, Northeast, West, Southeast and Trans-Amazon)
by physical, physicochemical and chromatographic evaluation and near infrared datroscopy
combined with chemometric tools. A questionnaire was informed with the producers about
fermentation and drying practices, followed by physical, physical-active, antioxidant capacity,
quantification of total polyphenols and bioactive compounds, in addition to using NIR as an
analytical tool. According to the physical evaluation, as it presents an acceptable commercial
standard, however, the cutting test results showed the lack of standardization in the pre-
processing of the seeds. Among the physicochemical parameters (proteins, lipids, moisture, ash,
pH, acidity and water activity), moisture within the limit tolerated by legislation and only
relevant dissipation lipids. As for the antioxidant capacity, total polyphenols and bioactive
compounds, only the bioactive compounds differences differences, with the Lower Tocantins
region these values higher for all studied compounds. The grouping of the functions of physical-
chemical composition variations was evidenced by the Principal Components Analysis that
there was a cluster formation for a region of Baixo Tocantins.

KEYWORDS: Amazon; Theobroma cacao; Near Infrared Spectroscopy; Chemometry.
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1 INTRODUGCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma espécie da familia Malvaceae, nativa das florestas
tropicais da América Central e do Sul (MORORO, 2012; MULLER; VALLE, 2012). No Brasil, 0
estado da Bahia ostentou, desde o século passado, a posi¢do de maior produtor de cacau (BEG et al.,
2017). Todavia, desde 2017 o estado do Paré ultrapassou a produgéo da Bahia, consolidando-se como
maior produtor nacional, respondendo por mais de 51% da producéo nacional (IBGE, 2021).

O fruto do cacaueiro € uma cultura comercial de grande impacto econémico na regido
amazodnica e no mundo pois, suas améndoas destacam-se como uma comodity de exportacdo agricola
(HO et al., 2015). O mercado mundial de cacau busca améndoas de qualidade para a producéo de
chocolate e derivados, desta maneira, o Para sendo o maior produtor nacional, é necessario promover
discussbes acerca da qualidade das améndoas paraenses como forma de fomentar o aumento da
rentabilidade de produtores e a valorizagcdo das améndoas amazonicas.

No mercado internacional, a valorizacdo da qualidade das améndoas de cacau estd
relacionada a classificacdo dos cacaus em comuns ou finos, o qual a ISO 2451 define um padréo de
qualidade, para classificar as améndoas de cacau e identificar defeitos de aroma desejaveis para fins
comerciais. No Brasil, a Instrucdo Normativa n° 38 de 23 de junho de 2008 (MAPA, 2008) define o
padrdo oficial para importacdo de améndoas, em funcdo dos limites maximos de tolerancia de
defeitos.

O estado do Para possui uma area de 1.248.000 km2 e considerando as grandes distancias
geograficas das cinco regifes produtoras de cacau (Baixo Tocantins, Nordeste, Oeste, Sudeste e
Transamazonica), além de condicdes edafoclimaticas, variagdes que podem ocorrer durante o pré-
processamento, além da diversidade de variedades genotipicas de cacaueiros, supde-se que as
améndoas de cacau provenientes de diferentes regifes no estado possuam terroir caracteristicos. As
possiveis diferencas existentes entre as améndoas podem ser em relacdo a composi¢do quimica,

alcaldides xantinicos (cafeina e teobromina) e dos compostos fendlicos, os quais podem ser
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determinantes para o desempenho tecnoldgico da matéria prima e para as caracteristicas sensoriais
dos produtos derivados.

O método mais utilizado e aceito internacionalmente é a prova de corte, uma analise que
demanda certo tempo, subjetiva, sujeita a erro humano e que fornece informagoes limitadas acerca
da qualidade real das améndoas de cacau (BRASIL, 2008). Um método objetivo de classifica¢do por
categorias de qualidade contribuiria para garantir identidade e valor as améndoas paraenses, além de
diminuir riscos de fraude. Por este motivo, ha necessidade do emprego de novas técnicas analiticas e
métodos que possam vir a ser aplicaveis em diversas etapas do processamento das améndoas de cacau.

Nesse sentido, a avaliacdo rapida da qualidade de améndoas de cacau é de interesse de muitos
pesquisadores e produtores. Por esta razdo, alternativas analiticas rapidas e robustas permitindo a
consideracdo de toda a composicdo metab6lica do cacau em uma Unica analise geram grande
interesse. A Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR) associada a quimiometria apresenta-se
como uma excelente alternativa, dada a possibilidade do desenvolvimento de métodos analiticos
rapidos, ndo destrutivos e que permitam a obtencdo e interpretacdo de uma grande quantidade de

informacdes sobre a amostra, além de ser uma alternativa aplicavel avaliacdo qualitativa e
quantitativa simultanea na determinacdo de varios constituintes primarios e secundarios de matrizes

vegetais (HASHIMOTO, 2015; HU et al., 2016; TEYE et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar a qualidade das améndoas de regides paraenses (Baixo Tocantins, Nordeste,
Oeste, Sudeste e Transamazoénica) produtoras de cacau por avaliagdo fisica, fisico-
quimicas, NIR e ferramentas quimiomeétricas.

2.2 Especificos

Avaliar a qualidade fisica das améndoas (Prova de corte);

e Determinar o teor de polifendis totais e capacidade antioxidante;

e Quantificar as principais classes de compostos bioativos por HPLC;

e Obter dados de espectros de amostras de améndoas de cacau utilizando Espectroscopia

de Infravermelho — NIR;

e Aplicar ferramentas quimiométricas para encontrar as possiveis relacées entre as

amostras analisadas.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O CACAU

O cacaueiro é uma espécie da familia Malvaceae, género Theobroma, da espécie Theobroma
cacao L., é nativa das florestas tropicais da América Central e do Sul (MORORO, 2012; MULLER;
VALLE, 2012). Este fruto possui sementes com tamanhos variados de 2 a 3cm de comprimento, as
quais sdo as responsaveis pelo valor agregado desse fruto, o qual possui uma coloracgao no seu interior
podendo variar do branco ao violeta, visto que, quanto mais violaceo o interior, maior adstringéncia
e amargor da semente. As sementes sdo envolvidas por uma polpa branca com sabor adocicado e
acido, rica em acuUcares e utilizada na fabricacdo de geleias, vinho, suco, entres outros. Do fruto do
cacau, além das améndoas, é extraida a manteiga e o liquor para fabricacdo de chocolate, sendo a
manteiga, um produto fundamental para a industria de cosméticos e farmacoldgicos (BRASIL, 2014;
SALES e CANDIDA, 2016).

No Brasil, os cultivos mais antigos de cacau, foram iniciados em 1679, na entdo capitania
do Grao-Para, por meio da Carta Régia que autorizava os colonizadores a plantar em suas terras. Na
Bahia, a histdria do cacau comega em 1746 no municipio de Canavieiras, a partir da fazenda Cubiculo
(BRASIL, 2015; FERREIRA, 2017).

O cacau dispbe de uma composicdo quimica Unica, com cerca de 500 compostos, dentre 0s
quais merecem destaque as metilxantinas, consideradas substancias estimulantes, a teobromina (3,7
dimetilxantina), que possui acdo diurética, seguida da cafeina, essa € comumente encontrada em chas,
cafés e produtos derivados de cacau, seus efeitos fisiolégicos na saude humana envolvem a
estimulacao do sistema nervoso central, dos musculos cardiacos, do sistema respiratorio e da secre¢éo
de acido gastrico. Alguns estudos apontam que as metilxantinas colaboram para o sabor do chocolate,
juntamente com compostos formados durante a torracdo das améndoas, além de possuir efeitos
farmacoldgicos sobre os sistemas nervoso, cardiovascular, gastrintestinal, respiratério e renal

(KREIBICH, 2016; KONGOR et al., 2016).
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A composicao centesimal da améndoa do cacau apresenta: 2-5% de umidade, 11-16% de
proteinas, 48-57% de lipidios, 6-9% de amido, 2,6-4,2 de cinzas, 2,21- 3,2% de fibras, 0,8-1,4% de
teobromina e 0,1-0,7% de cafeina (BECKETT, 2009). Para Hashimoto (2015), os valores reportados
anteriormente s&o apenas referéncias, pois podem variar de acordo com a sua origem de procedéncia,
variedade do fruto, grau de fermentacdo e secagem, condi¢fes de armazenamento e métodos
analiticos utilizados. Essas razbes podem afetar de diferentes formas a composicdo quimica das
améndoas de cacau, assim como o aroma e a coloragdo das améndoas que estéo diretamente ligados
a qualidade do produto.

As arvores de cacau sdo classificadas em trés variedades, as quais se diferenciam entre si
pelas suas particularidades. A variedade Criollo, vista como a mais nobre, produz um cacau de
excelente qualidade e apresenta casca fina e rugosa, améndoas grandes e coloragdo roséacea. E de fécil
fermentacdo, possui baixa acidez e pouco sabor amargo, entretanto, € muito sensivel a doencas
(KREIBICH, 2016).

A variedade Forasteiro possui améndoas achatadas de coloragdo violeta, exige uma
fermentacdo prolongada e possui um acentuado sabor adstringente. E uma variedade do cacau de
maior resisténcia a doencas, portanto, € considerado produtivo como algumas subespécies que
produzem cacau de excelente qualidade. A variedade Trinitaria € considerada hibridos, resultantes do
cruzamento natural do Criollo e Forasteiro, que possui também uma excelente qualidade devido a

jungdo das caracteristicas do cruzamento (KREIBICH, 2016).

3.2 PRODUCAO MUNDIAL DE CACAU E O POTENCIAL DA CACAUICULTURA NA
AMAZONIA PARAENSE

A cadeia produtiva de cacau é considerada longa e complexa, pois envolve desde 0s
produtores, compradores, industrias processadoras e consumidores, tornando-se base de um arranjo
produtivo que envolve 60 bilhdes de dblares anualmente a nivel mundial. Em virtude disso, é

classificado como commodity por seu valor ser formado na bolsa de Nova lorque, em fungéo do
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grande volume comercializado, cujo nimero chega a milhdes de toneladas anuais (SOUZA et al.,
2016).

Segundo a Organizacdo Internacional do cacau (International Cocoa Organization — ICCO,
2021) a estimativa da producgdo global de améndoas de cacau para a safra de 2020/21 seré de 4,84
milhdes de toneladas, um aumento de 2,50% em relacdo a temporada 2019/20 e os paises que mais
produzem cacau sdo Costa do Marfin, Gana e Nigéria ocupando respectivamente as primeiras
posicoes.
O Brasil ocupa a sétima posicao e fica entre os grandes produtores mundiais de cacau (ICCO,
2019). Em 2021, o Brasil produziu em torno de 284.177 mil toneladas de améndoas. A producéo
brasileira de cacau encontra-se distribuida principalmente nas regides: norte (Para); nordeste (Bahia)
e sudeste (Espirito Santo), com destaque para as Regides Norte e Nordeste que sdo responsaveis por
mais de 96% da producdo nacional (IBGE, 2021).
A Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira — CEPLAC apresenta um estudo
demonstrando as potencialidades que tornam o Pard um estado promissor na producdo mundial de
cacau: sua produtividade de 930kg/ha corresponde a maior do mundo, com destaque para
Medicilandia, municipio do sudoeste paraense, onde chega-se a tirar 1.190kg/ha. Enquanto em todo
0 pais o crescimento da rea plantada foi de 1,3%, no Par4 o crescimento foi de 5% (CEPLAC, 2019).
A producdo paraense cresce 15% ao ano e o Estado ja se tornou o maior produtor nacional
de cacau, com 131.582 toneladas, em 2018, superando a producédo da Bahia de 122 mil toneladas. A
proposta € aumentar em 40 mil hectares a area de plantio e de mais quatro mil produtores até 2022
buscando assim alcancar maior exceléncia e qualidade na producéao cacaueira do estado do Para. Além
disso, a producédo tende a aumentar ainda mais, devido a forte demanda por sementes hibridas para
novos plantios (em média 15 milhdes por ano), associada a disponibilidade de mais de um milh&o de
hectares de solos de média a alta fertilidade nas regides cacaueiras do Para que garantem espaco para

expansao (CEPLAC, 2019).
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3.3 QUALIDADE DAS AMENDOAS DE CACAU

A ISO 2451 (ISO, 2014) é uma regulamentacdo internacional oficial de cacau que estabelece
um padrdo de qualidade baseado na prova de corte para classificar as améndoas de cacau e identificar
defeitos de aroma desejaveis para fins comerciais. No Brasil, a Instru¢do Normativa n® 38 de 23 de
junho de 2008 (MAPA, 2008) e retificada pela Instru¢cdo Normativa n° 57 de 12 de novembro de
2008, ambas do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2008), que define o padrdo oficial para
importacdo de améndoas de cacau no pais e se refere aos requisitos de qualidade da améndoa, em
funcéo dos limites m&ximos de tolerancia de defeitos, incluindo dentre estes o teor de fumaga. Para
0 cacau de qualidade superior com padrdo para exportacdo, 0 pais ainda ndo possui uma normativa
padréo que caracterize e reconheca este tipo de produto (FERREIRA, 2017).

No mercado internacional a valorizacdo das améndoas estd muito relacionada a classificacdo
dos cacaus que sdo: comuns (bulk) ou finos (flavor). De forma geral, a maioria dos cacaus
considerados finos pertence aos grupos genéticos Criollo, Trinitario ou variedade Nacional do
Equador e cacaus comuns sdo originados de frutos do grupo Forastero. No entanto, a definicdo de
cacau fino permanece controversa porque ndo existe um critério universalmente aceito que possa ser
adotado para determinar se uma amostra de cacau de uma dada origem pode ou néo ser classificado
como cacau fino. Porém, critérios relevantes que podem ser utilizados incluem: origem genética do
material plantado, caracteristicas morfoldgicas e quimicas da planta, aroma e sabor das améndoas,
coloracdo das améndoas e nibs, grau de fermentacdo, secagem, acidez e presenca de off flavors
(HASHIMOTO, 2015).

Existem vérias associagdes que estabelecem critérios para a qualidade do cacau tais como:
na Europa, a Federation of Cocoa Commerce (FCC), nos EUA, a Food and Drugs Administration
(FDA), a Cocoa Merchants Association of America, Inc. (CMAA), a Intercontinental Exchange
(ICE). De forma geral, os critérios adotados pelas diferentes associacdes comerciais ndo sédo

harmonizados e geralmente se referem ao percentual de defeitos no lote (presenca de materiais
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estranhos, defeitos, off-flavours) e ha parametros que afetam o rendimento como, por exemplo, 0s
teores de casca, umidade e lipidios (FCC, 2012).

Outros parametros adotados para a avaliacéo e classificacdo de améndoas de qualidade na
prova de corte sdo: apresentar no minimo de 65% (sessenta e cinco por cento) de améndoas totalmente
marrom, ndo ter maximo de 15% (quinze por cento) de améndoas sub-fermentadas (violetas), possuir
percentagem maxima de 3% para defeitos como: mofo interno, danificadas por inseto, germinadas,
achatadas, méxima de 1% para arddsia, ter umidade final de, no maximo 8%, ser livre de impurezas
e matérias estranhas, ter boa apresentacao externa e possuir aroma natural (FERREIRA, 2017).

Segundo Aradujo et al. (2014), o produtor deve ser capaz de produzir cacau com excelente
qualidade, baixo custo e 6timo rendimento. Muitos pontos foram pensados, desenvolvidos e
aperfeicoados para suprir essa demanda, facilitar distinces de produtos, além de agregar valor como
o sistema de rastreabilidade, certificacdes ambientais, denominacao de origem e clareza nos processos
produtivos, promovendo um importante diferencial competitivo para a cadeira produtiva (CEPLAC,
2019).

O conhecimento e dedicacdo dos produtores aos procedimentos realizados desde o cultivo
até a secagem e armazenamento de cacau Sdo essenciais para obtencdo de améndoas de qualidade.
Alguns fatores indispensaveis sdo: homogeneizacdo dos lotes da area de cultivo, identificacdo da
variedade do cacau que sera cultivado, utilizacdo de produtos para protecdo contra insetos e doencas
prejudiciais ao fruto e o processo de adubagéo e sombreamento do cacaueiro. Portanto, depois de
tomadas as decisdes de como sera 0 manejo do fruto, é necessario também que haja conhecimento
por parte dos produtores nas posteriores etapas envolvidas na producdo de uma améndoa de cacau de
qualidade, que s&o compreendidas em: colheita, quebra, transporte, fermentacdo, secagem e
armazenamento (FERREIRA et al., 2013; KRAHMER et al., 2015).

Os principais fatores climaticos que influenciam no rendimento e na qualidade do cacau séo

as chuvas, temperatura e a exposicao a luz. A fermentacdo e a secagem sao os dois tratamentos pos-
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colheita fundamentais em sua producdo e os que mais influenciam na qualidade das améndoas

(FERREIRA, 2017; BUDIANSKY, 2018; PEROTTIA et al., 2019).

3.4 BENEFICIAMENTO DOS FRUTOS AS AMENDOAS DE CACAU

3.4.1 Colheita

A colheita do cacau € a fase inicial no beneficiamento, deve ser efetuada quando os frutos
apresentarem ponto ideal de maturacgéo, a depender da variedade apresentard uma coloragdo da casca
diferenciada, pois na pratica a maturidade é reconhecida pela mudanca da cor do cacau. Na colheita,
é essencial colher apenas frutos maduros, pois somente estes possuem agucar e outros substratos em
quantidade adequada para uma boa fermentacdo. A colheita deve ser realizada utilizando poddes ou
tesouras de poda, devendo-se ter o cuidado de ndo cortar o pedunculo do fruto e evitar danificar a
almofada floral, para ndo comprometer a produtividade da planta. Outro fator que deve ser levado em
consideracdo € ndo causar nenhum corte no fruto, pois desta forma dara inicio ao processo
fermentativo antes mesmo de estar nos cochos, comprometendo a qualidade das améndoas
(BECKETT, 2009).

Apbs a colheita, os frutos devem ser quebrados e deles retiradas as sementes com a polpa
aderida, que serdo submetidas a fermentacdo. O periodo entre a quebra e o inicio da fermentacao ndo
deve ser superior a 24 horas para que ndo ocorram reacdes quimicas indesejaveis. E importante que
sementes provenientes de quebras em dias diferentes ndo sejam fermentadas juntas, pois isso conduz
a uma fermentagdo desigual. O intervalo de tempo para se realizar a quebra dos frutos é de 2 a 3 dias
em relacdo a colheita, pois a separagdo das sementes da casca é facilitada, caso esse tempo seja
estendido acaba por comprometer a qualidade das sementes ocasionando germinagéo no interior dos
frutos, alterando todo 0 mecanismo do sabor e aroma do chocolate (GUEHI et al., 2010; RAMOS et

al., 2020).
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3.4.2 Fermentagao

Posteriormente a quebra e separacéo da casca, as sementes de cacau envoltas por uma polpa
mucilaginosa sdo submetidas a fermentacdo. As sementes sdo geralmente fermentadas em caixas de
madeira, podendo ser também em bandejas e montes, durante 2-8 dias, dependendo da variedade e
das condigdes do cacau. A fermentacdo também pode ser realizada em montes, cochos de madeira ou
cestos, os locais de fermentacdo variam de acordo com a regido (SCHWAN e WHEALS, 2010;
KONGOR et al., 2016).

A fermentacgdo é considerada a principal etapa do beneficiamento das améndoas de cacau
para a sua producdo. Durante este processo, diversas reacdes bioquimicas ocorrem nas améndoas,
induzindo a sintese de aromas ou de seus precursores. Ha diversos métodos utilizados nesta operacao,
que variam de acordo com o produtor ou pais de origem A fermentacdo é adaptada para cada tipo de
variedade por isso, 0 método empregado ira influenciar diretamente na qualidade da améndoa (HIl,
LAW e CLOKE, 2009; SCHWAN e WHEALS, 2010; CALIGIANI, MARSEGLIA e PALLA, 2016).

A fermentacdo apresenta duas fases: a primeira é desenvolvida principalmente por leveduras,
onde ha uma diminuicdo do pH, em conjunto com o aumento da temperatura (45-50°C) séao
responsaveis pela morte do gérmen, ou seja, elimina o poder de germinagdo da semente e, portanto,
a partir desse momento, os graos passam e se denominar améndoas. A morte da semente resulta em
mudancas de estruturas subcelulares, as quais sdo importantes para a producdo de precursores do
sabor, como a hidrdlise das proteinas, originando aminoacidos livres. A geracao de precursores de
sabor € um importante resultado da fermentacdo. Améndoas mal fermentadas ou sementes nédo
fermentadas apresentam uma coloragcdo marrom-violdcea ou acinzentada (EFRAIM, 2009;

OZTURK; YOUNG, 2017; ROTTIERS et al., 2019).

Na segunda fase da fermentacdo ocorre uma condensacdo oxidativa, com enzimas como a
polifenoloxidase, que convertem os polifendis para quinonas, a qual tem como principal caracteristica
a reducdo da adstringéncia e amargor devido a oxidacdo dos compostos fenodlicos, formando

complexos com proteinas e peptideos, refletindo-se, entre outras, na transformacéo da cor parpura
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dos cotilédones, com 0 aumento da concentracdo de acido acético e oxidacdo das antocianinas. Uma
améndoa de cacau bem fermentada apresenta cotilédones de coloragdo marrom. Quando h& mistura
de coloracdo marrom com violeta, roxa ou purpura, a améndoa é classificada como parcialmente
fermentada. Caso a améndoa apresente coloracdo de violeta a purpura, em grande parte de sua
extensao, é considerada como mal fermentada (OWUSU; PETERSEN; HEIMDAL, 2012; EVINA et

al., 2016).

3.4.3 Secagem

Com o processo fermentativo concluido, inicia-se imediatamente a etapa de secagem a fim
de reduzir a umidade das améndoas de cacau de 40 - 60% a 6 - 8% impedindo a proliferacdo de
microrganismos (BRASIL, 2008). A maioria das reacdes bioquimicas iniciadas na fermentacéao
continua durante a secagem, permitindo o escurecimento dos cotilédones, além de reduzir o teor de
umidade e atividade de agua das améndoas de cacau, garantindo maior estabilidade durante o
armazenamento. O periodo 6timo para que ocorra a secagem € de 4 a 5 dias (DI MATTIA et al., 2013;
KEDJEBO et al., 2015; BRACHENE, 2015).

O processo de secagem das améndoas de cacau pode ser realizado por dois métodos
distintos: natural ou artificial. A secagem natural, realizada ao sol, é uma operacao simples e bastante
utilizada em fazendas cacaueiras. No Brasil, € normalmente realizada em plataformas de madeira,
denominadas barcacas, onde as sementes sdo espalhadas e revolvidas frequentemente para que seja
propiciada a uniformizacdo e redugdo da umidade, além da remogdo de compostos indesejaveis
formados durante a fermentagdo, como, por exemplo, o acido acético. Em dias chuvosos ou quando
0 espaco disponivel nas barcagas ndo é suficiente para comportar o volume de produgdo, tem-se como
alternativa a secagem artificial, com a aplicagéo de ar quente (EFRAIM et al., 2010).

Em ambos os métodos de secagem utilizados em améndoas de cacau ndo se deve utilizar
altas temperaturas ou longos tempos de processo, pois, hd a reducdo do teor de polifendis nas

sementes de cacau. Além de ter sido constatada a reducdo de 50% de epicatequinas em améndoas
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fermentadas apos dois dias de secagem natural e reducao da atividade enzimatica da polifenoloxidase
em 2% (WOLLGAST e ANKLAM, 2000; SALTINI, AKKERMAN e FROSCH, 2013).

Por outro lado, a secagem muito rapida propicia a producgdo excessiva de &cidos, incluindo
acido acético, que é prejudicial ao sabor, enquanto que uma secagem muito lenta resulta em menores
valores de pH, auséncia da cor ideal e aumento do crescimento de bolores na améndoa de cacau
(ZAHOULI et al., 2010; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012). Portanto, a temperatura € um
importante pardmetro durante a etapa de secagem, uma vez que, enzimas presentes nas améndoas de
cacau, atuam no interior daaméndoa e promovem reacdes quimicas. A temperatura étima da atividade
enzimatica esta entre 35 — 40°C, o que justifica os melhores resultados obtidos pela secagem natural.
O uso de temperaturas reduzidas ou acima desta faixa promovem perdas na qualidade das améndoas,

consequéncia da diminuigdo da atividade enzimética (SALTINI et al., 2013).

3.5 AVALIACAO DA QUALIDADE FISICA DAS AMENDOAS: PROVA DE CORTE

A prova de corte é a principal forma de avaliar a qualidade das améndoas fermentadas e
secas, esse teste € utilizado mundialmente como forma de classificar e caracterizar lotes quanto a sua
qualidade (BRASIL, 2008; ICCO, 2019). Geralmente, a prova de corte é realizada pelo comprador,
de acordo com o procedimento estabelecido pela Federation of Cocoa Commerce (FCC) e pela
Instrucdo Normativa n° 38 de 23 de junho de 2008 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2008).

O teste mensura o grau de fermentacdo das améndoas pela coloracdo (marrom, parcialmente
marrom, violacea, arddsia) e compartimentacdo dos cotilédones (bem, parcialmente ou pouco
compartimentada), bem como avalia a presenca de fungos, infestagdes por pragas durante a
estocagem, améndoas germinadas (provenientes de frutos sobre maduros) e achatadas, além do aroma
externo e apds o corte, entre outros parametros. Também sdo realizadas medidas da umidade e da
massa de 100 améndoas. A classificacdo dos lotes quanto ao tipo é dada de acordo com as
caracteristicas mensuradas, e varia de acordo com normas estabelecidas em cada pais produtor ou

comprador de cacau (EFRAIM, 2009).
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Apesar da aceitacdo internacional este método é demasiadamente limitado para a avaliacéo

de qualidade, devido ao embasamento na avaliagdo de defeitos, listados em ordem decrescente de

gravidade: améndoas mofadas, presenca de aroma de fumaca, danificadas por insetos, ardosias,

germinadas e achatadas (BRASIL, 2008). De acordo com a porcentagem dos defeitos observados na

amostra, o lote pode ser classificado em tipos (Tabela 1). J& a recomendagdo da FCC é que sejam

contadas separadamente as améndoas mofadas ou danificadas por insetos e as améndoas ardosias.

Ainda, qualquer evidéncia da presenca de améndoas violaceas e/ou contaminacao deve ser descrita
(FCC, 2012).

Tabela 1. Tolerancia de defeitos para améndoas de cacau, expressa em porcentagem (%) e
classificacdo do produto em tipos.

Classificagdo Mofadas  Fumaca  Danificadas  Ardésia  Germinadas ~ Achatadas

por insetos
Tipo 1 0a4 0al 0a4 0ab5 0ab5 0ab5
Tipo 2 426 la4 426 5a 10 5a6 5a6
Tipo 3 6al2 426 6a8 10a 15 6a7 6a7
Fora de Tipo 12a25 >6 >8 >15 >7 >7

Fonte: BRASIL (2008).

A mudanca de coloracdo da améndoa de violaceas para marrom indica uma améndoa bem
fermentada, que apresenta normalmente aroma agradavel de vinagre. A coloracdo e a
compartimentacdo das améndoas de cacau sdo indicadores da ocorréncia de importantes reacGes
bioquimicas durante a fermentacdo e secagem, como a ruptura das membranas celulares e o contato
de substancias que antes encontravam-se separadas, como das enzimas com 0s compostos fendlicos
(EFRAIM et al., 2010).

A avaliacdo das améndoas através da prova de corte nos d& um indicativo da presenca de
compostos fenodlicos nos ensaios, visto que os cotilédones de sementes de cacau possuem coloragdo
violacea intensa (presenca de compostos fendlicos) e durante a fermentacdo hd uma difusdo dos
contetdos celulares que permite diversas reacGes bioquimicas, enziméticas e de oxidagdo dos

compostos fendlicos, as quais propiciam um escurecimento dos cotilédones para colora¢cdo marrom
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e a formacdo de sulcos (depresséo linear encontrada no interior dos cotiledones) (EFRAIM et al.,
2011).

Dos polifendis encontrados no cacau 60%, em peso seco, sdo (+) catequinas, (-)
epicatequinas e procianidinas. Os flavondides majoritéarios sdo a (+)- catequina e a (-)-epicatequina.
Apesar do elevado contetdo de compostos fenolicos nas sementes de cacau, alguns estudos indicam
que durante o pré-processamento do cacau (fermentacéo e secagem) hé perda de compostos fenolicos,
estas perdas de compostos fendlicos tém sido atribuidas as condigdes de processamento e alem de
outros fatores a atuacdo da polifenoloxidase (PFO), que durante os processos de fermentacdo e

secagem € responsavel pela oxidacdo dos compostos fendlicos (EFRAIM et al., 2010).

3.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

As técnicas analiticas utilizadas para analise de qualidade de améndoas de cacau apresentam
varios desafios ligados a processo lento de leitura, exigirem estrutura tecnoldgica avancada e pessoas
qualificadas, acarretando barreiras no avango da cadeia produtiva. Dessa forma, hd uma necessidade
de um método confiavel, rapido e barato de avaliacdo da qualidade das améndoas de cacau
configurando em um avango na producdo e diminuicdo dos riscos de fraude, uma vez que
normalmente séo feitas apenas inspe¢des de lotes através de métodos visuais, como o teste de corte
(TEYE et al., 2020).

Nas ultimas duas décadas, os metodos de espectroscopia do infravermelho proximo (NIR)
provaram ser rapidos e possuem alternativas rotineiramente aplicaveis para avaliacdo qualitativa e
quantitativa simultanea na determinag&o de varios constituintes primarios e secundarios de matrizes
vegetais (SCHULZ E BARANSKA, 2009; KRAHMER et al., 2013; TEYE et al, 2020).

O método de NIR (Near-Infrared Spectroscopy - NIR) é um tipo de espectroscopia
vibracional, a qual emprega fétons com a energia correspondente aos comprimentos de onda na faixa

de 750 & 2500nm (ntmeros de onda: 13300 a4000cmt). As interacGes desta radiacéo eletromagnética
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com moléculas organicas permitem obter um espectro que contém informacdo qualitativa e
quantitativa sobre os constituintes da amostra (PASQUINI, 2003).

A espectroscopia infravermelha (1V) esté dividida em trés regides: o infravermelho préximo,
o qual compreende a faixa de nimero de onda de 13330 — 4000cm, o infravermelho médio (MIR) o
qual varia de 4000 — 400cm™ e por fim o infravermelho distante, que abrange a regido de 400 — 10cm’
1 (STUART, 2005; SIESLER et al., 2008; SUN, 2009).

O Infravermelho emite energia suficiente para excitar transi¢es vibratdrias e rotacionais, e
as maneiras que uma molécula pode vibrar esta diretamente relacionado ao nimero de ligacGes e
atomos que contém, e cada molécula possuiu uma absorcdo Unica, as moléculas s6 conseguem
absorver radiacdo infravermelha (V) se estas sofrerem mudancas no momento dipolo, se a frequéncia
da radiacdo emitida corresponder a frequéncia vibracional das moléculas e entdo a radiacdo sera
absorvida (CHRISTIAN, DASGUPTA e SCHUG, 2014).

Na regido do NIRS ocorre a absorcdo de overtones ou combinacbes de vibragdes
fundamentais de estiramento das moléculas, e os espectros dependem da composi¢do quimica e
caracteristicas fisicas destas. As ligacbes mais comuns sdo de C-H, N-H, O-H e S-H (HOLLER,
SKOOG e CROUCH, 2009; KUMAR,; 2014).

Estudos iniciais sobre massa de cacau em po6 e chocolate mostraram a aplicabilidade de
espectroscopia do infravermelho proximo (NIR) para quantificacdo dos seus principais constituintes
- gordura, proteina, umidade e carboidratos. Outras aplicagdes desse método incluem: a previsédo de
parametros de composigdo quimica; a qualidade sensorial de améndoas; a avaliacdo de adulteracdes
na comercializagcdo; o monitoramento em etapas de processos e a discrimina¢do de amostras em
relacdo a sua origem geografica. As améndoas de cacau, como qualquer outro produto alimenticio,
sdo constituidas por abundantes grupos orgéanicos de hidrogénio, possibilitando a utilizacdo da anélise
de NIR (ALVAREZ et al., 2012; TEYE, HUANG, DAI e CHEN, 2014; TEYE et al., 2020).

Kutsanedzie (2018) usou o NIR para discriminar trés graus de qualidade de améndoas de

cacau, em termos de graus de fermentacdo e observou 94% de precisdo usando os métodos de
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“Maquinas de Vetores de Suporte” (SVM, Support Vector Machines) ¢ “Maquina de Aprendizagem
Extrema” (ELM, Extreme Learning Machine) com tratamento de pré-processamento de
transformacéo padrdo normal de variagdo (SNV, Standard Normal Variate). Todos esses estudos
revelaram que a espectroscopia do infravermelho proximo - NIR acoplada a ferramenta
quimiométrica correta, pode ser usada para medi¢fes qualitativas de améndoas de cacau. E 0 mais
importante, essas medicOes ajudardo bastante na deteccdo da qualidade e de fraudes por meio de
rotulagem incorreta e adulteragdo de matéria-prima de baixo custo para obter vantagem indevida de
preco.

A espectroscopia no infravermelho proximo, além de fornecer os resultados de maneira mais
rapida, é um método ndo destrutivo, assim como ndo gera subprodutos toxicos e apresenta
simplicidade na preparacdo de amostras, sendo que a maior desvantagem da técnica é provavelmente,
a baixa sensibilidade a constituinte em menores concentracdes (BURNS e CIURCZAK, 2001;
SKOOG et al., 2002).

As determinacfes analiticas no infravermelho préximo sdo baseadas em relacGes
matematicas estabelecidas entre o espectro inteiro da amostra e concentra¢cdes medidas por métodos
de referéncia. Essa relacdo matematica é obtida pela aplicacdo da quimiometria, que consiste no uso
de ferramentas estatisticas, matematicas e graficas para resolver sistemas quimicos, utilizada tanto no
planejamento e otimizacdo de experimentos quanto na anélise multivariada de resultados (BARROS

NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010).

3.7 QUIMIOMETRIA

Parametros vitais de qualidade de interesse em materiais biolégicos podem ser medidos
analisando seus dados espectrais NIR usando quimiometria. A quimiometria compreende Vvarios
algoritmos estatisticos multivariados, por exemplo, analise de componentes principais (PCA), analise
discriminante linear (LDA), minimos quadrados parciais (PLS), maquina de vetores de suporte

(SVM), intervalo de sinergia entre minimos quadrados parciais (Si-PLS) que exigem a analise rapida
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de espectro NIR para a concentracao real de componentes importantes na matriz da amostra e facilita
a deteccdo simultanea de varios pardmetros qualitativos e quantitativos em uma Unica varredura
(HASHIMOTO, 2015; KRAHMER et al., 2015; TEYE et al., 2020).

A quimiometria pode ser compreendida como uma ciéncia que correlaciona variaveis
quimicas baseados na algebra linear, focando de maneira geral em dois temas fundamentais: o
planejamento experimental e a analise de dados multivariados. A evolucdo da quimiometria ocorreu
no século 21 devido a sua importancia nas anélises de dados obtidos por meio da quimica analitica,
ou seja, as ferramentas quimiométricas buscam encontrar as possiveis relacdes entre as amostras
analisadas e as varidveis estudadas, com objetivo de diminuir a complexidade dos dados de um
experimento (BRERETON, 2007; KUMAR, et al. 2014).

Os métodos analiticos baseados na aplicacdo de NIR e quimiometria apresentam vantagens
porque sdo: rapidos (um minuto ou menos por amostra), ndo destrutivos, ndo invasivos, adequados
para monitoramento de processos, aplicaveis para a analise de quaisquer moléculas contendo ligacdes
C-H, N-H, S-H ou O-H e exigem pouco ou nenhum preparo de amostra (PASQUINI, 2003). Outras
vantagens incluem a possibilidade de calibracdo de varios componentes de forma simultanea, baixo
custo, ndo utilizacdo de reagentes e solventes e, portanto, sem geracdo de residuos. Além disso,
quando bem desenvolvidos, os modelos de calibragdo fornecem resultados com alta preciséo e
repetitividade (SIMAS, 2005).

Métodos quimiométricos podem ser aplicados com diferentes finalidades em anélises de
cacau, incluindo a andlise exploratéria de dados, a calibragdo multivariada para a predicéo
quantitativa de propriedades da amostra e também a classificagdo de amostras de acordo com critérios
de agrupamento (origem geogréfica, tipo de processamento ou grau de maturagdo) (HASHIMOTO,
2015; TEYE et al., 2020).

Em relacdo a andlise de adulteracdo, Teye et al. (2014) desenvolveram modelos
quimiométricos para a deteccdo e quantificacio de améndoas de cacau ndo fermentadas

indevidamente misturadas as fermentadas. Modelos empregando os métodos de “Maquinas de
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Vetores de Suporte” (SVM, Support Vector Machines) e “minimos quadrados parciais” (PLS) foram
desenvolvidos para discriminagdo entre améndoas fermentadas, ndo fermentadas e adulteradas (5 a
40% m/m) e para quantificar o nivel de adulteracdo com améndoas ndo fermentadas. Os resultados
para 0 modelo de classificacdo (100% de identificagdo correta para os conjuntos de calibracdo e
previsdo) e para 0 modelo de minimos quadrados parciais - PLS (erro de previsdo=1,68% e
coeficiente de correlagdo=0,98) indicaram que os métodos desenvolvidos sdo apropriados para o
monitoramento da qualidade do cacau.

As ferramentas quimiométricas se baseiam em conceitos importantes, como 0 espaco
quimico, que pode ser identificado como uma area multidimensional, em um sistema de coordenadas
com mdltiplos eixos que caracteriza uma quantidade de propriedades fisicas, quimicas e fisico-
quimicas. Essas ferramentas consideram que as posicGes das estruturas quimicas no sistema de
coordenadas estdo baseadas nos diferentes valores de seus respectivos eixos. Sendo possivel navegar
de forma eficiente e inteligente através do espaco quimico e extrair informacoes significativas a partir

da grande quantidade de dados obtidos (LINUSSON, et al., 2000).
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Determinacdo dos parametros de qualidade das améndoas de cacau (Theobroma cacao L.)
produzidos na Amazonia oriental e utilizacdo da espectroscopia do infravermelho proximo e

ferramentas quimiométricas para sua classificacéo.

Artigo em fase de reviséo para ser submetido a Revista Food Research International

(Configuracéo conforme normas da revista)

RESUMO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma cultura nativa da América Central e florestas
tropicais e desempenha um papel importante na economia das regides produtoras, porém, devido a
falta de infraestrutura e praticas inadequadas no beneficiamento, geram améndoas com valor
agregado baixo. Portanto, afim de valorizar as améndoas de cacau, esta pesquisa objetivou avaliar a
qualidade das améndoas de regides paraenses (Baixo Tocantins, Nordeste, Oeste, Sudeste e
Transamazonica) produtoras de cacau por avaliacdo fisica, fisico-quimica e cromatograficas e
comparar 0 desempenho da espectroscopia no infravermelho proximo aliado a ferramentas
quimiométricas para discriminar regifes. Foi aplicado um questionadrio com os produtores para as
praticas de fermentacdo e secagem, seguido de avaliacdo fisica, fisico-quimicas, capacidade
antioxidante, quantificacdo dos polifendis totais e compostos bioativos, além de utilizar o NIR como
ferramenta analitica. De acordo com a avaliacdo fisica, as amostras apresentam padrdo comercial
aceitavel, porém, os resultados do teste de corte evidenciaram a falta de padronizacdo no pré-
processamento das sementes. Dentre os parametros fisico-quimicos (proteinas, lipideos, umidade,
cinzas, pH, acidez e atividade de agua), a umidade estava dentro do limite tolerado pela legislacao e
somente lipideos apresentaram diferencas significativas. Quanto a capacidade antioxidante,
polifendis totais e compostos bioativos, somente os compostos bioativos apresentaram diferengas
significativas, com a regido do Baixo Tocantins apresentando valores superiores para todos 0s
compostos estudados. O agrupamento das amostras em funcdo das variagdes de composicao fisico-
quimicas foi evidenciado pela Analise de Componentes Principais que houve formacédo de cluster
para a regido do Baixo Tocantins.

PALAVRAS-CHAVE: Amazo6nia; Theobroma cacao; Espectroscopia no Infravermelho Proximo;
Quimiometria.
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Determination of the quality parameters of cocoa seeds (Theobroma cacao L.) produced in
the eastern Amazon and use of near infrared spectroscopy and chemometric tools for their

classification.

Article under review to be submitted to Food Research International Magazine

(Configuration according to magazine standards)

ABSTRACT

Cocoa (Theobroma cacao L.) is a native crop of the Eastern Amazon and is an important role
in the economy of producing regions, however, due to the lack of infrastructure and inadequate
processing practices, it generates low added value almonds. Therefore, in order to value cocoa beans,
this research aimed to evaluate the quality of beans from regions of Para (Lower Tocantins, Northeast,
West, Southeast and Trans-Amazonian) cocoa producers by physical, physical-chemical and
chromatographic evaluation and to compare the performance of Near infrared spectroscopy combined
with chemometric tools to discriminate regions. A questionnaire was applied to producers for
fermentation and drying practices, followed by physical, physicochemical, antioxidant capacity,
quantification of total polyphenols and bioactive compounds, in addition to using NIR as an analytical
tool. According to the physical evaluation, the samples present an acceptable commercial standard,
however, the cutting test results showed the lack of standardization in the pre-processing of the seeds.
Among the physicochemical parameters (proteins, lipids, moisture, ash, pH, acidity and water
activity), moisture was within the limit tolerated by legislation and only lipids showed significant
differences. As for the antioxidant capacity, total polyphenols and bioactive compounds, only the
bioactive compounds showed significant differences, with the Lower Tocantins region showing
higher values for all studied compounds. The grouping of samples in function of variations in
physicochemical composition was evidenced by the Principal Components Analysis that there was
formation of a cluster for the Baixo Tocantins region.

KEYWORDS: Amazon; Theobroma cacao; Near Infrared Spectroscopy; Chemometry.
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1 INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma dicotiledénea da familia das Malvaceae, presente
nas regides de clima tropical, como a Amazonia (Mororo, 2012). A sua polpa é bastante apreciada e
comercializada, além disso a partir das sementes é possivel obter o chocolate, alimento mundialmente
conhecido. (Rusconi & Conti, 2010). Existem 3 variedades de cacau que podem dar origem ao
chocolate, sendo o Criollo, cultivado majoritariamente na América Central e do Sul; o Forastero,
tipico da regido do alto e baixo Amazonas e o Trinitario, um hibrido natural entre as duas variedades
citadas acima (Thompson, Miller, & Lopez, 2001).

No mercado internacional, a valorizagdo da qualidade das améndoas de cacau esta relacionada
a classificacdo dos cacaus em comuns ou finos, o qual a ISO 2451 define um padrdo de qualidade,
para classificar as améndoas de cacau e identificar defeitos de aroma desejaveis para fins comerciais.
No Brasil, a Instrucdo Normativa n° 38 de 23 de junho de 2008 (MAPA, 2008) define o padrao oficial
para importacdo de améndoas, em funcdo dos limites maximos de tolerancia de defeitos. Portanto,
etapas de pds-colheita de améndoas, desenvolvem caracteristicas de aroma e sabor importantes para
o0 produto final e sdo determinantes para a formacdo de preco das améndoas de cacau e,
consequentemente, do chocolate.

O estado do Para alcangou a maior producéo do Brasil em 2021 de mais de 144 mil toneladas,
0 que corresponde a 51% da producdo nacional, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2021), e sua grande importancia econdmica acarreta uma necessidade de conhecer
a gualidade das améndoas como forma de fomentar alternativas que permitam aumentar a
rentabilidade dos produtores de cacau e valorizar o potencial de qualidade do cacau amazonico.

O estado do Para possui uma area de 1.248.000 km2 e considerando as grandes distancias
geograficas é dividido em cinco mesorregides produtoras de cacau (Baixo Tocantins, Nordeste, Oeste,
Sudeste e Transamazonica) e, considerando as condigdes edafocliméticas, variagbes que podem
ocorrer durante o pré-processamento, além da diversidade de variedades genotipicas de cacaueiros,

supbe-se que as améndoas de cacau provenientes de diferentes regides no estado possuam terroir
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caracteristicos. Destaca-se a mesorregiao do Baixo Tocantins, onde parte do cacau € nativo e pertence
ao ecossistema de varzea, chamado cacau de varzea, o qual apresenta caracteristicas particulares.

No que diz respeito as técnicas analiticas para examinar as améndoas de cacau antes de
negociar no mercado internacional ainda sdo incipientes e possuem diversos desafios (Teye,
Anyidoho, Agbemafle, Sam-Amoah, & Elliott, 2020). Neste contexto, alternativas analiticas rapidas
e robustas permitindo a consideracgdo de toda a composi¢do metabdlica do cacau em uma Unica analise
gera grande interesse.

A Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR) associada a quimiometria apresenta-se
como uma alternativa, possibilitando métodos analiticos rapidos, ndo destrutivos e que permitam a
obtencdo e interpretacdo de uma grande quantidade de informacdes sobre a amostra. (Hu, Kim, &
Baik, 2016; Teye et al., 2020), além de terem provado ser uma excelente alternativa para superar o
desafio da substituicdo dos métodos tradicionais, seja para predicdo de pardmetros de qualidade
(Hashimoto et al., 2018) como para classificacdo em funcdo de sua localizacdo geografica (Teye,
Huang, Dai, & Chen, 2013).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade das améndoas de regifes paraenses
(Baixo Tocantins, Nordeste, Oeste, Sudeste e Transamazonica) produtoras de cacau por avaliacao
fisica, fisico-quimica e cromatograficas e comparar o desempenho da espectroscopia no
infravermelho préximo associado as ferramentas quimiométricas para fornecer informacgoes sobre a

qualidade das améndoas de cacau provenientes destas regides para fins de discriminacao geografica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram coletadas 60 amostras comerciais de améndoas de cacau provenientes de 19 municipios
das cinco principais regides produtoras do Estado do Para (Baixo Tocantins, Nordeste, Oeste, Sudeste
e Transamazobnica) e destas, somente 55 foram analisadas para avaliacdo fisica, analise fisico-

quimica, compostos fenolicos totais, alcaloides xantinicos e compostos fendlicos majoritarios.
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Aplicou-se um questionario a todos os produtores para obtencdo de informacdes sobre o
beneficiamento das améndoas. As amostras foram transportadas em temperatura ambiente até o
Centro de Valorizagdo Agroalimentar de Compostos Bioativos da Amazonia (CVACBA) onde foram

identificadas e armazenadas a — 18 °C até a realizacdo das andlises.

2.2 Avaliacao fisica das améndoas e obtencdo das améndoas de cacau trituradas

As avaliacdes de teste de corte, bean count e massa média de améndoas de cacau foram
realizados de acordo com o procedimento estabelecido pela ISO 2451 (1SO, 2014) e pela Instrucao
Normativa n°® 38 (MAPA, 2008). Apds as avaliacdes fisicas, as améndoas foram descascadas
manualmente e separados os cotilédones (nibs) das cascas (testa) e do gérmen. Posteriormente, 0s
nibs foram triturados (particulas < 1mm.) em triturador modelo LUCA-226/5 (Lucadema Cientifica

- Brasil) e armazenados em freezer a -18°C para as analises posteriores.

2.3 Analises fisico-quimica de améndoas de cacau trituradas

O teor de umidade (método 925.09), cinzas (método 923.03), proteinas (método 920.87) e
lipideos (método 920.85) foram determinados segundo a Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2005). Acidez total titulavel e pH foram determinados segundo as normas do Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2008). A atividade de agua foi determinada através da quantificacdo da fugacidade
de &gua em equipamento AQUALAB (Decagon Devices, Inc - EUA) Todas as amostras foram
analisadas em triplicata e os resultados séo apresentados como média seguido de seus respectivos

desvios padrdo (x = SD).

2.4 Extracdo dos compostos fendlicos de amostras

A extracdo ocorreu de acordo com a metodologia proposta por Counet e Collin (2003), com
modificacdes, onde se utilizou a proporcao (1:19), 1g de nibs em 19ml de solugéo extratora contendo
acetona, agua e acido aceético (70:29,5:0,5 v/v). As amostras, em solucdo, foram colocadas sob

agitacdo em vortex (Basic Kasvi - Brasil) por 1 minuto. Em seguida, transferiu-se o sobrenadante
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para tubos tipo eppendorfs seguidos de centrifugacéo a 8000 rpm por 20 min, a4°C (CT15RE - Japao).

O extrato, sobrenadante, foi armazenado a -18°C.

2.5 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fenolicos totais foi realizada utilizando-se o método de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965) com leitura & 750 nm em espectrofotdmetro IL-592 (Kasuaki —
Japdo). As analises foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos em miligramas de

equivalentes em catequina por grama de nibs seco (mgEC/gNS).

2.6 Determinacdo da Capacidade Antioxidante pelo método Oxygen Radical
Absorbance Capacity (ORAC)

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método ORAC foi baseada no protocolo
proposto por Huang, Ou, Hampsch-Woodill, Judith e Prior (2002). A determinacéo de fluorescéncia
foi realizada utilizando-se espectrofotometro de fluorescéncia, modelo Synergy HTX (Biotek - EUA).
A andlise foi realizada em triplicata e os resultados expressos em pmol de equivalente trolox por

grama de nibs seco (umolET/gNS).

2.7 Quantificacdo de Cafeina, Teobromina, Teofilina, Catequina, Epicatequina e
Procianidina B2 por Cromatografia Liquida de Ultra alta Eficiéncia — UHPLC

A quantificacdo dos alcaloides xantinicos (cafeina, teobromina e teofilina) e compostos
fenolicos majoritarios do cacau ((+) catequina, (-) - epicatequina e procianidina B2), foram realizados
em triplicata. Foi utilizado o sistema UHPLC (Thermo Scientific, EUA) equipado com bomba
quaternaria (LPG-3400 RS), injetor automatico (WPS-3000SL Analytical), célula de fluxo (Standard
Analytical), coluna Kinetex C18 2,6 um 100x4,6 mm (Phenomenex, EUA)), acoplado a um detector
de fotodiodos (DAD) e software de dados Chromeleon 7.1 SR2. Implementou-se um gradiente

composto de fase movel A (Agua ultrapura com 2,5% de &cido acético) e B (Acetonitrila com 2,5%
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de &cido acético) a um tempo total de corrida de 18 minutos. O gradiente de eluicdo iniciou 5% de B
até 25% B em 9 minutos, em seguida foi a 95% de B até 12,5 minutos permanecendo constante até
15 minutos, em seguida, retornou a 5% B até 18 minutos para as condic6es iniciais do sistema. Os
cromatogramas foram registrados de 200 a 800 nm e os compostos quantificados a 280 nm, com

excecdo da procianidina B2 que foi quantificada a 233 nm.

2.8 Medidas espectroscépicas no Infravermelho Proximo (FT — NIR)

Foram realizadas medidas espectrométricas na regido do infravermelho proximo (faixa
espectral de 10.000 cm™ a 4.000 cm™, com resolucéo de 8 cm™) de améndoas inteiras e de nibs
triturados das 60 amostras. Os espectros de reflectancia difusa foram adquiridos em um espectro da
regido do infravermelho proximo com transformada de Fourier (FT-NIR), modelo Nicolet Antaris |1
(Thermo Scientific, EUA), acoplado a uma sonda de fibra dptica Thermo Scientific SabIR™., Vinte
améndoas de cada amostra foram analisadas diretamente na probe e cada améndoa foi lida 4 vezes
em diferentes posicOes. Para os nibs triturados foram utilizados aproximadamente 5 g que foram
colocada em uma placa de Petri (85 mm de didmetro e 10 mm de altura). Estas amostras foram lidas

10 vezes em diferentes posicdes. Os espectros de cada amostra sdo as médias de 64 varreduras.

2.9 Analise de componentes principais (PCA — Principal Component Analysis)

A analise exploratéria dos dados foi realizada utilizando-se a analise de componentes
principais (PCA), testando-se diferentes faixas espectrais para visualizar possiveis correlacfes entre
as variaveis e agrupamentos entre as amostras. Todos os dados foram centrados na média e a
validagdo dos modelos foi realizada utilizando-se 0 método de validagdo cruzada total (full cross

validation). As PCAs foram feitas utilizando-se o programa The Unscrambler® X versao 10.2.
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2.10 Analise estatistica
Os resultados obtidos pelas andlises fisicas, fisico-quimicas e cromatograficas foram
analisados através da Analise de Variancia (ANOVA) e do teste de Tukey para determinar a diferenca

entre as médias, a nivel de significancia de 95%, utilizando o software STATISTIC 13.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo dos parametros de qualidade das améndoas de cacau.

Em relacdo a qualidade de améndoas de cacau, alguns aspectos extrinsecos e intrinsecos sdo
levados em consideracdo para a producdo de material comestivel, principalmente de chocolate. Para
que o produtor garanta uma améndoa de boa qualidade, é necessario que se cumpra uma série de
requisitos que iniciam dentro de suas propriedades tais como a colheita, fermentacéo e secagem. Por
esta razdo, foram analisadas 55 amostras de améndoas para a realizacdo da analise dos parametros de
qualidade.

A Figura 1 demonstra os tempos médios de fermentacdo e secagem das améndoas de cacau

informados pelos produtores.
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Figura 1. Tempo de fermentacdo e secagem das améndoas de cacau provenientes de cinco regides do Estado do

Para. As informacdes foram coletadas com os produtores através de questionario. *
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O tempo de fermentacdo das améndoas das cinco regides variou entre 4,25 a 6,76 dias, sendo
a regido Transamazodnica a que apresentou maior tempo de processo fermentativo. Esse tempo pode
variar de acordo com alguns fatores intrinsecos e extrinsecos, como a variedade do fruto ou ainda a
localidade e clima da regido. No entanto, recomenda-se que o periodo de fermentacédo seja entre 5 e
7 dias, e o prolongamento representa uma possibilidade de desenvolvimento de off-flavors,
comprometendo a qualidade do produto (Cohen & Jackix, 2005; BRASIL, 2020).

Além disso, Kyi et al. (2005) e Efraim et al. (2010), documentaram que as diferencas nos
tempos de fermentacdo e secagem afetam o teor de compostos fenolicos das améndoas de cacau,
ocasionando a diminuicdo significativa em decorréncia da acdo de enzimas oxidativas,
principalmente a polifenoloxidase (PPO).

Em relagéo ao tempo de secagem variaram entre 3,0 a 5,50 dias e ndo houve diferenca
estatistica entre elas (p < 0,05). A secagem acontece com o intuito de volatilizar compostos
indesejaveis, diminui¢do da umidade das améndoas e oxidagdo de compostos fendlicos que conferem
adstringéncia e amargor, escurecimento das améndoas e cessar o processo fermentativo (Wan Daud,

Meor Talib, & Kyi, 2007; Zahouli, 2010). De acordo com Biehl & Ziegleder (2003), a secagem ideal
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deve garantir a reducdo de, aproximadamente, 8%, considerado uma faixa ideal para a ndo
proliferagéo de bolores.

O teste de corte foi realizado nas améndoas de cacau de acordo com a Legislacdo nacional

(MAPA, 2008) e internacional 1SO 2451 (ISO, 2014). Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.



1

Tabela 1. Resultados médios relacionados a parametros fisicos usados para avaliar a qualidade de améndoas de cacau. *

Regido produtora  Bean count I\/Ilisjf\‘/i'\élfglia Marrom Pa:ﬁ;?tgﬁqnte Violeta Branca CcC Defeitos
(Unidade) (g/améndoa) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Baixo Tocantins 103,78+7,39° 0,97+0,082 25,17+£20,542 71,28+20,52*  1,22+0,96* 0,28+0,53*  86,50+16,30? 1,76+0,09
Nordeste 94,83+6,32%® 1,07+0,08% 24,75+£17,81*  70,67+£19,20®  1,00+1,12® 0,92+0,92°  91,4245,66° 0,97+0,21%
Oeste 86,22+7,41° 1,18+0,11° 61,33+20,92° 36,00£17,70°  1,2242,12*  0,78+1,07°  96,89+2,83? 0,59+0,10%
Sudeste 93,27+7,31%® 1,08+0,10% 56,86+19,92° 41,63+20,75°  0,21+0,59° 0,35%0,34*  91,47+10,26° 0,17+0,03°
Transamazoénica 87,57+6,78° 1,17+0,09° 50,63+18,37°  47,60+18,42®  0,66+2,75%° 0,55+0,81°  94,18+8,73% 0,32+0,04°

45

Resultados expressos por meio da média + desvio padrdo. Médias com letras iguais em uma mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey. Bean

count: Nimero de améndoas em 100 gramas. CC — Améndoas com compartimentac&o.

*Baseado na IN n° 38 (MAPA, 2008) e ISO 2451 (ISO, 2014).
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A avaliacdo de bean count e massa média indicam quais regifes possuem améndoas com
tamanhos e pesos diferentes. Na avaliacdo de bean count, é recomendavel que o valor seja igual ou
inferior a 100 améndoas em 100 gramas de amostra segundo a Federation of Cocoa Commerce Ltd
(FCC, 2012). Quanto ao parametro fisico das massas medias de améndoas, Cubero et al. (1993)
afirmam que a massa de uma améndoa deve pesar no minimo 1,0 grama. A tabela 1 demonstra que
em ambos os parametros, a regido do Baixo Tocantins difere (p < 0,05) das regifes Oeste e
Transamazonica.

No teste de corte, sdo avaliados atributos que sdo importantes indicativos relacionados as
boas préaticas no pré-processamento. De acordo com a tabela 1, quanto a coloragcdo marrom, Baixo
Tocantins e Nordeste diferiram (p <0,05) das regides Oeste, Sudeste e Transamazbnica e para
parcialmente marrons, Baixo Tocantins e Nordeste diferiram (p <0,05) de Oeste e Sudeste. E
possivel justificar a menor quantidade de améndoas marrons devido esta regido apresentar um menor
tempo de fermentacdo. Améndoas de coloragédo violeta e branca, foram identificadas em baixas
quantidade, ndo apresentando diferenca (p < 0,05) entre as regides.

A compartimentacdo das améndoas indica um bom processo de beneficiamento, que
conduzem a ocorréncia de importantes reacdes bioquimicas durante a fermentacdo e secagem, a
exemplo da ruptura das membranas celulares e de substancias que antes encontravam-se separadas,
como das enzimas com os compostos fenolicos (Efraim et al., 2010). De acordo com os dados
analisados em relagéo aos quesitos com e sem compartimentacdo, ambas nao apresentaram diferencas
(p < 0,05) entre as regides e exibiram uma boa compartimentacdo para todas as regides.

A Instrugdo Normativa n° 38 de 2008 (MAPA, 2018), define lotes em tipos e cada tipo
refere-se a um limite de tolerancia para quantidade de defeitos. Embora a regido do Baixo Tocantins
seja diferente (p <0,05) das regiGes Sudeste e TransamazOnica, todas as regiGes apresentaram

percentual de defeitos baixo, tipificando todas as regiées em Tipo 1.
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3.2 Composicao fisico-quimica de améndoas de cacau paraenses.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da composicdo fisico-quimica de nibs de

améndoas de cacau fermentadas e secas das cinco regides produtoras no estado do Para.



33 Tabela 2. Resultados médios da composicéo fisico-quimico de nibs de améndoas de cacau.

Regides Proteinas Lipideos Umidade Cinzas pH Acidez aw
(9/1009g) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (gAa/1009)
Baixo Tocantins 15,57+ 2,072 31,31+ 9,09% 6,11 + 0,62° 3,11 +£0,36%® 5,66 +0,51% 0,21 +0,08? 0,62 £ 0,062
Nordeste 18,42 + 1,452 35,85 + 10,99% 5,42 + 0,372 2,51+0,11% 4,95 + 0,06 0,33+ 0,09% 0,59 + 0,082
Oeste 14,75+ 1,862 36,39 + 7,55% 5,47 +0,48° 2,93 +0,36% 457 +0,13? 0,44 +0,13° 0,59 + 0,022
Sudeste 15,08+ 1,48 35,65+ 7,99° 5,77 £0,29? 3,17+ 0,362 4,89+ 0,182 0,47+ 0,25° 0,62+ 0,032
TransamazOnica 14,48 + 6,132 26,27 + 6,44° 6,05 £+ 0,60? 2,59 +0,47° 4,91 + 0,222 0,44 +0,13° 0,63 + 0,042

34 Resultados expressos por meio da média + desvio padrdo. Médias com letras em comum, em uma mesma coluna, ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

35 g H,0/gNS — grama de agua por grama de nibs seco. g Aa/100g — grama de 4cido acético por 100 gramas de nibs seco. aW: Atividade de agua.



49

De acordo com D’Souza et al. (2017), a concentracdo de proteinas presentes nas
améndoas tende a reduzir durante a fermentacéo pois ha hidrolise de proteinas e complexagédo
destas com compostos fenodlicos, causando assim degradacdo gradual de proteinas em
oligopeptideos. Ao verificar o teor proteico, observa-se que ndo ha diferenca (p < 0,05) entre
as regides e esta compreendido na faixa de valores esperada, de 11% a 16% (Beckett, 2009).

O teor de lipidios em améndoas de cacau € imprescindivel para a obtencdo de manteiga
de cacau, uma das principais matérias-primas para a industria de chocolates. As regides Sudeste
e Transamazonica diferenciam-se (p < 0,05) quanto ao teor lipidico, entretanto, os valores
médios encontrados apresentaram uma variacao entre 26,27 a 36,39%, sendo estes, resultados
préximos da faixa reportada por Pimentel (2016), que menciona o teor médio de lipidios em
améndoas de cacau igual a 31% e faixa de 28,5 a 33,7% para a améndoas clonais do estado da
Bahia.

Para fins de comercializacdo, a umidade deve ser obrigatoriamente determinada e
apresentar o percentual maximo de 8% de umidade (MAPA, 2008). De acordo com dados
apresentados na tabela 2, todas as regiGes apresentam valores de umidade abaixo do limite
méaximo permitido pela legislacdo, indicando que o processo de secagem ao sol foi eficiente.
Segundo Brachene (2015), o tempo de secagem deve variar de 4 a 5 dias, para garantir que
fique dentro do limite aceitavel. Barrientos, Oquendo, Garzén e Alvarez (2019) encontraram
em Antioquia na Coldmbia, umidade de 7% em processo de secagem semelhante.

A analise de cinzas em alimentos objetiva determinar o teor de minerais presentes na
amostra. De acordo com Efraim (2010), as améndoas com pouca fermentacdo apresentam
maiores teores de cinzas em sua composigéo. O teor de cinzas variou de 2,51 a 3,17g/100g e
estava dentro da faixa reportada por Hashimoto (2015) a qual variava de 2,6-4,2%. E possivel
afirmar que a presenca elevada de cinzas indica uma grande quantidade de compostos

inorganicos presentes nas améndoas.
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Quanto ao pH e a acidez das améndoas, devido as reacdes ocorridas durante a
fermentacao e secagem, tendem a sofrer alteracdes. Neste estudo o pH entre as regides variou
de 4,57 a 5,66. De acordo com Afoakwa, Paterson, Fowler e Ryan (2008) durante a secagem
das améndoas ha uma elevacao do pH, permanecendo entre 5,0 e 6,0 devido a volatilizacdo dos
acidos presentes. A acidez total das améndoas de cacau é um atributo de qualidade importante,

pois indica a concentracdo de acidos livres totais que podem interferir nas etapas de
processamento e sabor de produtos finais. Quanto a acidez obteve-se uma faixa de 0,21 a 0,44.

Ao longo da fermentacdo as améndoas retém uma quantidade significativa de agua
devido ao aumento da temperatura e absorcao de liquidos pelas proteinas vacuolares, além disso
a intensa atividade das bactérias do &cido acético nos primeiros dias do processo fermentativo
promove uma superoxidacdo do acido acético com liberacdo de gas carbdnico e dgua (Schwan
& Wheals, 2004) Nesse sentido, analise de umidade e atividade de agua apresenta-se como um
instrumento fundamental no controle de qualidade. A aW presente nos nibs de améndoas de
cacau ndo apresentou diferenca (p < 0,05) entre as regides, apresentando uma variagdo pequena
de 0,59 a 0,63, que pode ser explicada devido as améndoas apds a fermentacdo terem passado

pelo processo de secagem, reduzindo a atividade de agua.

3.3 Quantificacdo de capacidade antioxidante e dos principais compostos
bioativos
A Tabela 3 apresenta os resultados médios de compostos bioativos presentes nos nibs

de améndoas de cacau fermentadas e secas de regides produtoras.
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Tabela 3. Avaliacdo da capacidade antioxidante e quantificacdo dos compostos bioativos encontrados em nibs de

améndoas de cacau de regides produtoras.

Compostos Capacidade Procianidina
Regides PO Antioxidante Epicatequina Cafeina Teofilina Teobromina
Fendlicos B2
ORAC
(mgEC/gNS) umolET/ gNS mg/gNS mg/gNS mg/gNS mg/ gNS mg/gNS

Baixo Tocantins 21,48 £13,28* 730,05 + 288,362 6,63 + 4,222 228+1,88 1,83+0,37*° 0,16+0,09% 20,88 + 3,83%
Nordeste 16,17 £3,24* 335,18 +113,58° 2,00 +1,09° 0,73+027° 196+0,21* 0,15+0,06® 19,01 +1,75®
Oeste 14,73 £5,962 333,97 +88,61° 1,64 +0,22° 0,65+0,13° 1,98+0,24* 0,18+0,08® 17,02 +1,92%
Sudeste 15,38 £ 5,54 358,52 +107,52° 2,73 +1,46° 0,98+053" 220+0,54* 0,18+0,128 18,35 +2,15%
TransamazOnica 15,83 +6,26% 322,67 + 145,15° 1,84 +1,25° 0,61+0,41°> 196+0,52* 0,10+0,04° 15,99 +2,96°

Resultados expressos por meio da media + desvio padrdo. Polifendis totais: mgEC/gNS - miligramas de
equivalente catequina por grama de nibs seco. Valor ORAC: pmolET/gNS - umol de equivalente trolox por grama
de nibs seco. Epicatequina, Procianidina B2, Cafeina, Teobromina e Teofilina: mg/gNS — miligrama por grama de
nibs seco. Valores de uma mesma coluna com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Teste de
Tukey a 5% de significancia).

Com relacdo aos compostos fendlicos totais, ndo foi observado diferenca significativa
entre todas as amostras analisadas e o teor destes compostos variou entre 14,73 mgEC/gNS a
21,48 mgEC/gNS, enquanto Chagas Junior et al. (2020) encontraram um valor de 36,95
mgECE/g em améndoas de cacau fermentado e seco em Tomé-Agu no Nordeste do Para.

Tomas-Barberan et al. (2007) ao documentarem os compostos fendlicos presentes no
cacau de diferentes variedades e localidades do continente Americano, observaram que o cacau
proveniente do Equador apresentou o maior teor de compostos fendlicos que o cacau da
Republica Dominicana, dessa forma entende-se que diversos fatores influenciam a presenca

desses metabolitos secundarios, como a variedade do fruto, o clima, idade do cacaueiro,
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composi¢do quimica do solo, as praticas do produtor rural e fatores de processamento que
ocorrem na fermentagéo e secagem.

Além disso, durante a fermentacdo acontece a oxidacdo desses compostos em
decorréncia da atividade de algumas enzimas, principalmente a polifenoloxidase, que atuam na
degradacdo dos compostos fendlicos ao longo do processo fermentativo e podem apresentar
diferentes comportamentos e estabilidades durante a fermentacao, influenciando na quantidade
final dos compostos presentes no meio (Do Carmo Brito et al., 2017).

Do ponto de vista sensorial, essa reducdo € interessante, pois a presenca excessiva
desses compostos causa amargor e adstringéncia aos diversos subprodutos alimenticios obtidos
das améndoas, como o chocolate em barra e cacau em pd. Mesmo assim, 0 cacau ainda tem
mais capacidade antioxidantes que diversos produtos reconhecidos por estas propriedades,
como chas e vinho tinto (Lee, Kim, Lee, & Lee, 2003; Lima, Almeida, Nout, & Zwieterin,

2011).

A alta capacidade antioxidante presente nos extratos de cacau esta associada ao seu teor
de compostos fendlicos e a aparicdo de outros compostos sollveis em metanol como as
metilxantinas. De acordo com a Tabela 3, a faixa reportada para a capacidade antioxidante
variou de 322,67 a 730,05 umolET/gNS e apenas Baixo Tocantins diferenciou-se (p < 0,05)
em relacdo as outras regides. Carrillo et al., (2014) em seus estudos, encontraram valores
semelhantes (387,29+10,84 a 639,51+73,84 umolET/gNS) pelo método ORAC. As regides
apresentaram uma boa capacidade antioxidante, o que faz com que seja interessante a utilizagao
destas améndoas para producdo de chocolates funcionais, atentando para a regido de Baixo

Tocantins, que possui valores superiores as demais.

Epicatequina e procianidina B2 também tem participacdo na qualidade do produto e

foram relatados como os principais flavan-3-ol em améndoas de cacau (Oracz, Nebesny, &
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Zyzelewicz, 2015; Quiroz-Reyes & Fogliano, 2018). Em ambas, Baixo Tocantins diferiu
(p < 0,05) das diversas regides, possuindo maior concentracdo destes compostos nas améndoas
(6,63 para Epicatequina e 2,28 para Procianidina B2). Embora a regido do Baixo Tocantins
apresente maiores concentracGes de epicatequina e procianidina, todas as regides estavam
dentro das faixas estudadas. Com relacéo ao teor de Catequinas, os valores estavam abaixo do
limite de quantificacdo da metodologia utilizada.

As metilxantinas representam mais de 2% de nibs seco, o teor de cafeina ndo houve
diferenga (p < 0,05) entre as regides, a teofilina apresentou diferenga entre as regides Sudeste
e Transamazonica (p <0,05) e os valores para teobromina foram estatisticamente diferentes
entre as regides do Baixo Tocantins e Transamazonica (p < 0,05). Estas diferencas podem ser
explicadas devido a ocorréncia de um decréscimo gradual de alcaloides ao longo da
fermentacdo em razdo da complexacdo por peptideos (Brunetto et al., 2020). A presenca das
metilxantinas € interessante pois elas estdo associadas com diversas propriedades
farmacoldgicas, como reducdo de estresse e efeitos benéficos no tratamento e prevencdo de
doencas cardiovasculares, distirbios metabdlicos e cancer (Andujar, Recio, Giner, & Rios,
2012).

3.4 Espectroscopia do Infravermelho Préximo (NIR)

3.4.1 Obtencao dos espectros NIR das amostras de améndoas de cacau

Os espectros brutos de NIR (Figura 2) foram obtidos por reflectancia difusa de 60
amostras de améndoas inteiras e nibs de améndoas de cacau em po, de cinco regides no estado
do Para registrados na faixa de 10000-4000 cm ~ %, onde é possivel observar similaridades em
relacdo a améndoas de cacau e pé de nibs de améndoas de cacau. Entretanto, o fator
espalhamento de luz pode dificultar a analise dos dados, provocado pelas possiveis variagdes,
devido a interacdo complexa entre os componentes da amostra, dispersdo de luz, distor¢des

espectrais, como falhas da varredura, ruidos no detector e variagdes nos espectros (Cruz-Tirado,
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Pierna, Rogez, Barbin, & Baeten, 2020).

Figura 2. Dados brutos do NIR de améndoas inteiras e nibs de améndoas de cacau em pd, em triplicata

de 60 amostras.
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Observa-se que ambos 0s espectros revelaram picos principais centrados na faixa de
9000-5000 cm ~ ! que podem fornecer informacdes Uteis para a classificagdo. Neste alcance ha
varios grupos funcionais, como fitoquimicos, proteinas, alcal6ides, gorduras, compostos
fenodlicos, volateis e acido ndo volateis presente em améndoas de cacau, 0s quais fornecem a
principal base para as classificagdes de qualidade do cacau e quantificacGes (Teye, Huang, Lei,
& Dai, 2014).

E possivel identificar algumas bandas de absorcdo (Figura 2), caracteristicas desta
matéria prima, como das ligacbes de O-H onde as moléculas de agua estdo presentes nos
intervalos (9.000-8.000 cm™; 7.000-6.000 cm™; 6.000-5.000 cm™), além de bandas de

estiramento de ligagdes C-H em 6.000 cm™, a qual geralmente atribui-se a lipidios, 6leos e
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grupos aromaticos (Miller, 2001) e em 5.000-4.000 cm™, associados comumente a ligacdes C-

H provenientes de natureza fendlica (Li & Qu, 2010).

Contudo, em razdo da diversidade de amostras e da grande quantidade de dados
espectrais gerados pela espectroscopia NIR, em ambas as amostras (améndoas inteiras e nibs
de améndoas de cacau em p0), o uso de métodos quimiométricos foi necessario para ajudar na

elucidacgéo dos resultados.

3.4.2 Quimiometria

3.4.2.1 Andlise de Componentes Principais (PCA) - NIR

A Anélise de Componentes Principais (PCA, Principal Component Analysis) foi
aplicada aos espectros de NIR e anélises fisico-quimicas, para reduzir a dimensionalidade dos
dados sem perder informacgdes importantes, com o propésito de identificar a tendéncia de
clusters para cada regido, quais as faixas espectrais que impactam nestes agrupamentos e a

presenca de outliers.

A PCA foi aplicada inicialmente para discriminar améndoas de cacau e nibs de
améndoas de cacau em p6. A Figura 3 mostra o gréafico de escores (PC1xPC2), utilizando os
espectros brutos como dados de entrada e pode-se visualizar a separacdo entre as classes,

compreendendo a faixa espectral de 10.000 — 4.000 cm™.



56

Figura 3. Gréfico dos escores PC1 versus PC2 das améndoas de cacau (a) e nibs de améndoas de cacau em pé, (b)

respectivamente.
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Na Figura 4, os graficos de escores plotados no plano das componentes principais (PCs)

séo representados por diferentes cores, sendo cada cor representada por uma regiéo e cada ponto

no gréafico representa a amostra de um produtor de améndoas de cacau.

Figura 4 - Gréfico de escores (a) PC1 versus PC2 em améndoas de cacau e nibs de améndoas de cacau em pé (b).
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A Figura 4, revela a contribuicdo relativa de cada varidvel em cada PC. Na Figura 4 (a)

e (b), ambas analisadas na mesma faixa espectral, nota-se que na Figura 4 (a), o PC1 e PC2

explicaram 91% da variancia dos dados, enquanto na Figura 4 (b), o PC1 e PC2 explicaram

98% da variancia dos dados. Na faixa espectral apresentada na Figura 4, em ambas as
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categorias, ndo foi formado nenhum cluster, portanto ndo sendo possivel distinguir as
proveniéncias das amostras.

Devido a quantidade de amostras e dados complexos gerados pela espectroscopia NIR,
foram feitos cortes nos espectros (8.000 — 7.000 cm™; 7.000 — 6.000 cm™*; 6.000 —5.000 cm™ e
4.000 —4.000 cm™) afim de investigar a formacéo de clusters, porém, ndo foi possivel visualizar
a separacdo de améndoas inteiras e nibs de améndoas de cacau em pé nas faixas investigadas.
Uma hipdtese para a ndo formacéo de cluster, seja devido, no estado do Para, serem distribuidos
sementes de cacaueiros hibridos e ndo haver padronizacdo no beneficiamento das améndoas
por parte dos produtores, € comum cada produtor seguir praticas préprias, além da variedade

do terroir paraense.

3.4.2.2 Anélise de Componentes Principais (PCA) — Analises fisico-quimicas

Nas analises fisico-quimicas, a PCA foi aplicada onde a Figura 5(a) representa o
gréafico de escores e a Figura 5(b) mostra o grafico de loadings, o qual revela a contribuicdo
relativa de cada variavel em cada PC, a partir de espectros NIR pra a regido do Baixo Tocantins,
a qual demonstrou a formacdo de grupo a partir de andlises fisico-quimicas. Foi possivel
observar eu 0 PC1 explicou 100% da variancia dos dados, enquanto o PC2 nédo forneceu

informac0des adicionais interessantes para a interpretacdo dos resultados.

Figura 5. Gréafico de escores (a) PC1 versus PC2 em améndoas de cacau e Gréfico de loadings (b) de améndoas de cacau.
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No grafico de escores, observa-se a formagdo de grupo para a regido do Baixo
Tocantins que tende a se distanciar para o lado positivo de PC1, pois esta regido apresentou
médias em relacdo as analises fisico-quimicas como os compostos fendlicos, capacidade
antioxidante, epicatequina, procianidina B2 e teobromina, consideradas superiores as demais
regibes do estudo. Os parametros de umidade, proteinas e cafeina ndo tiveram expressiva

contribuicdo para a diferenciacéo entre as amostras devido a sua proximidade com o eixo zero.
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CONCLUSAO

A avaliacdo fisica das améndoas de cacau pela prova de corte permitiu concluir que,
as amostras das cinco regifes estudadas apresentam padrdo comercial satisfatorio. Porém,
evidenciou-se a falta de padronizacédo na etapa de beneficiamento das améndoas onde foi gerado
um percentual significativo de améndoas parcialmente marrons. Pode-se dizer que os resultados
refletem principalmente a vulnerabilidade da qualidade das améndoas de cacau produzidas em
relacdo as variagdes de demanda, ocasionando reducdo nos tempos de fermentacdo e secagem.

A caracterizacdo fisico-quimica das améndoas de cacau, permitiu observar diferencas

importantes em relacdo a lipideos, cinzas, acidez, capacidade antioxidante, epicatequina,
procianidina B2, teofilina e teobromina entre as amostras provenientes de diferentes regides do
estado. As diferencas podem contribuir diretamente com a qualidade e desempenho tecnoldgico
dos produtos derivados.

As PCA permitiram a formacdo de clusters para diferenciar améndoas de cacau e pé
de nibs de améndoas de cacau, bem como a regido do Baixo Tocantins nas améndoas de cacau,
a partir dos resultados de analises fisico-quimicas.

De forma geral, a avaliacdo da qualidade das améndoas do estado do Para, que se
apresenta como o maior produtor nacional, forneceu informacgdes importantes que, atualmente
ndo estdo disponiveis na literatura, o qual, servira de insumo para trabalhar a valorizagdo das

améndoas do estado, a fim de estabelecer autoridade no mercado nacional e internacional.
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Apéndice 1. Questionario das amostras de améndoas de cacau — 2019.
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IDENTIFICACAQ DA AMOSTRA: | Cédigo:

GERAL

e Nome completo do produtor:

e Localidade/Cidade:

e Contatos:

e Pertence a uma cooperativa ou associacao? Qual?

PRATICAS AGRICOLAS

e Usa fertilizante? () Sim () Nao
e Usa pesticida? () Sim () Néo

COLHEITA

e Data: / /

e |dade dos cacaueiros:

e Variedade predominante: () Comum () Hibrido () Clonal () Misto

e Quem forneceu as sementes de cacau? () CEPLAC () Mudas préprias () Empresa

INFORMACOES SOBRE QUANDO E COMO FORAM PREPARADAS AS
AMOSTRAS DE CACAU

e Fermentadas? () Sim () Néao

e Quantos dias de fermentagdo?

e Tempo entre a colheita e quebra dos frutos (em dias):

e Fermentacao realizada em: () caixas de madeira/ “cochos”) () Pilhas ( ) Em sacos
() Outros. Se outro, especifique.

e Duracéo da fermentacdo (dias):

e Em quanto tempo houve o primeiro revolvimento?

e Numero de revolvimentos durante a fermentacéo?

INFORMACOES SOBRE A SECAGEM

e Secagem: () Barcaca () Lona pléstica () Secador (') Outros
e Duracdo do processo de secagem (dias):



65

Apéndice 2. Ficha de avaliacdo da Prova de Corte

TABELA DE AVALIACAO DA QUALIDADE DO CACAU - ( TESTE DE CORTE)/ SAFRA 2019.

Nome do Produtor: Propriedade:
Municipio: Lote:

Data do Recebimento: Cadigo:

Data da Analise:

Aroma (Lote): |( ) Natural ( ) Fumaga ( )Sobre-fermentadas ( )Outros odores

Massa de Nibs de 300 améndoas:

Quantas améndoas em 100g:

/ Massa de 100 améndoas:

Umidade:

Coloragdo ‘

Marrom

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Média %

Parcialmente marrom

Violeta

Branca

Ardésia

Defeitos

Mofo

Infestado

Germinando

Achatada

Quebradica

Compartimentagao

Com

Sem

Resultado: Marrom = 65% (Min) Violeta = 15% (Max); Defeitos = 1 % (M4ax)

Lote N2:

( ) Aceito ( ) Nao Aceito

Responsavel:

Fonte: adaptado de Ferreira (2017).



