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RESUMO

O Brasil € o sexto maior produtor de cacau no mundo e o mercado econdmico
do cacau € responsavel por toneladas de matérias primas para a producédo de
chocolate. Porém, até o cacau se transformar em chocolate, ele passa por alguns
processos que desenvolvem e potencializam suas caracteristicas sensoriais. Um
desses processos € a fermentacao, que ocorre de maneira espontanea a partir dos
micro-organismos presentes no ambiente como leveduras, bactérias laticas e acéticas
que promovem o desenvolvimento dos perfis sensoriais de sabor e aroma dos graos
de cacau, variando para cada regido. Desta forma, faz-se necessario o entendimento
das mudancgas quimicas e sensoriais durante o processo fermentativo, possibilitando
o desenvolvimento de novas tecnologias capazes de gerar um produto de qualidade
superior e notas finas, além de auxiliar em discussdes para futuros estudos sobre o
terroir do cacau brasileiro. Esse trabalho teve como objetivo a caracterizagcdo quimica
dos metabdlitos volateis presentes em graos de cacau a cada dia do processo
fermentativo por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS/MS). Além de serem avaliadas as transformagdes sensoriais por e-Nose e e-
Tongue, equipamentos de sensorial eletrbnico. Os dados obtidos foram pré-
processados e realizada a analise de componentes principais (PCA), onde foram
verificados os marcadores de cada dia da fermentacido. Essa € a primeira vez que se
utilizam as técnicas de sensorial eletrdbnico visando a compreensdo das
transformacgdes sensoriais do processo fermentativo do cacau. Os resultados do
sensorial eletrdbnico demonstraram que as transformagdées em termos de gosto séo
mais intensas no penultimo dia de fermentag¢do, enquanto que para o aroma estas
transformacgdes se iniciam no segundo dia. Para os metabdlitos volateis, foi possivel
verificar que o inicio da fermentacéo € marcado pela presenca de alcoois simples e,
no decorrer da fermentagdo comegcam as oxidagdes, gerando compostos como
aldeidos, cetonas e ésteres, e para o final, acidos organicos, alcoois superiores e
pirazinas foram detectados. Os resultados das diferentes técnicas analiticas, ao
mesmo tempo que corroboram entre si, trazem informagdes complementares. Isso
demonstra a importancia da combinacdo destas técnicas para a compreensao das
transformacgdes sensoriais durante a fermentacao do cacau.

Palavras-chave: cacau; fermentacao; sensorial eletrénico; espectrometria de massas;
analise multivariada.



ABSTRACT

Brazil is the sixth-largest producer of cocoa in the world and the cocoa
economic market is responsible for tons of raw materials for chocolate production.
Before cocoa becomes chocolate, it undergoes several processes that develop and
enhance its sensory characteristics. One critical process is fermentation, which occurs
spontaneously due to microorganisms present in the environment, such as yeasts,
lactic acid bacteria and acetic acid bacteria. These microorganisms promote the
development of the taste and aroma profiles of cocoa beans, which vary by region.
Therefore, understanding the chemical and sensory changes during the fermentation
process is essential for developing new technologies that can produce superior quality
products with fine notes, as well as aiding discussions for future studies on the terroir
of Brazilian cocoa. This study aims to assess through chemical characterization of
volatile metabolites present in cocoa beans each day of fermentation process using
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS/MS). Additionally,
sensory transformations were evaluated using e-Nose and e-Tongue, electronic
sensory equipment. The data obtained were pre-processed, and principal component
analysis (PCA) was performed to identify markers for each day of fermentation. This is
the first time electronic sensory techniques have been used to understand the sensory
transformations during cocoa fermentation. The results from the electronic sensory
analysis demonstrated that taste transformations are more intense on the day before
the last day of fermentation, while aroma transformations begin on the second day.
Regarding volatile metabolites, the beginning of fermentation is marked by the
presence of simple alcohols and as fermentation progresses, oxidations occur,
producing compounds like aldehyde, ketone and ester. Towards the end of
fermentation, organic acids, higher alcohols, and pyrazines are detected. The results
from several analytical techniques, while corroborating each other, provide
complementary information. This demonstrates the importance of combining these
techniques to understand the sensory transformations during cocoa fermentation.

Keywords: cocoa; fermentation; electronic sensory; mass spectrometry; multivariate

analysis.
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1 INTRODUGAO

O Brasil é o sexto maior produtor de cacau do mundo e seus plantios sao
encontrados em areas setentrionais do pais, como o Norte e Nordeste. Ja no Sudeste,
a maior parte da produgao se encontra no Norte do Espirito Santo e no Norte de Minas
Gerais (Brainer, 2021). O cacau tem uma grande importancia para a atividade
econdmica do pais, principalmente nas regides Norte e Nordeste, com receita nacional
de exportacdo de US$ 305 milhdes em 2019 (Brainer, 2021). A relevancia é ainda
maior quando percebemos a crescente importancia do tema bioeconomia tanto na
academia quanto na politica nos ultimos anos. Apesar de exportar bastante, ha a
necessidade de importar também, pois 0 consumo da populacéo € acima do produzido
— cerca de US$ 320 milhdes, também em 2019 (Brainer, 2021).

O mercado econdmico do cacau move o mundo todo e n&do se restringe
apenas a insumo para alimentos: a industria farmacéutica tem desenvolvido produtos
com cacau, seja na forma de manteiga ou até mesmo extraindo seus bioativos. Na
alimentagao, o cacau é encontrado de diversas formas: em po, nibs, em chocolates,
cafés, etc. O consumo dos produtos de cacau tem direcionado diversos estudos que
mostram uma contribuicdo positiva a saude, devido aos compostos antioxidantes,
anticarcinogénicos e antiaterogénicos encontrados no fruto (Wollgast; Anklam, 2000;
Andujar et al., 2012). Entretanto, “os beneficios do cacau a saude dependem da
producao sustentavel e intensificagdo dos graos de cacau de alta qualidade” (Kongor,
pag. 45, 2016).

A qualidade dos graos de cacau leva em consideragcao varios componentes
como, por exemplo, os elementos volateis de sabor, composi¢éo nutricional, conteudo
de polifendis e a qualidade da fermentagcdo (Kongor, 2016). O processo de
fermentacao dos graos de cacau é diferente de pais para pais e é realizado de acordo
com os meios locais, diferenciando os meétodos de fermentagdao, duracdo da
fermentagao e outras praticas operacionais nas fazendas (selegdo de graos, mistura
periddica, etc.) que impacta diretamente na qualidade do produto final
(Papalexandratou et al., 2011).

O processo de fermentacao é o responsavel pelas alteragdes bioquimicas do
cacau, afetando sabor e aroma do produto final e, consequentemente, afetando a
qualidade do chocolate a ser produzido. Apesar de encontrarmos alguns estudos

acerca da composicdo quimica e a identificagdo de alguns micro-organismos
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envolvidos durante o processo de fermentacdo, ainda ndo se encontram dados
suficientes associando tais compostos ao sabor e aroma do chocolate e como eles
variam durante a fermentagdo. Além disso, se encontram poucos trabalhos que
realizaram os testes sensoriais com o sensorial eletrbnico e os que utilizaram,
buscavam classificar os grédos de cacau por regido produtiva e ndo com o intuito de
compreender as alteracdes sensoriais durante o processo fermentativo. Este trabalho
tem por intuito preencher estas duas lacunas: Primeiramente, identificar os compostos
associados ao sabor e aroma do produto final e, posteriormente relacionar a
transformacao dos compostos durante o processo de fermentagdo com a qualidade
final do cacau fermentado. Para isso, foi utilizada a técnica de Cromatografia a Gas
acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS/MS) e sensorial eletrénico (e-Tongue
e e-Nose), correlacionando com ferramentas estatisticas para compreender as
variagdes das propriedades quimicas e sensoriais.

De maneira inédita, foram avaliados seis dias de fermentagéo dos gréos de
cacau para compreender como o sabor e o aroma foram se alterando durante este
processo fermentativo. As variagdes e a caracterizagao dos metabdlitos volateis foram
realizadas por analises de sensorial eletronico aliadas com analises multivariadas. As
analises de caracterizagdo quimica e tratamento estatistico foram realizadas nas
dependéncias do Instituto Senai de Tecnologia Ambiental (IST Ambiental) e da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Cabe salientar que, as amostras foram as
mesmas utilizadas no estudo metagenémico do Instituto Tecnoldgico da Vale (ITV), e
estas foram disponibilizadas para este estudo.

Diante do apresentado, € possivel verificar que as técnicas analiticas de
sensorial eletrébnico sdo recentes em estudos do cacau e, ndo relatadas ainda em
literatura no que diz respeito a avaliagdo das transformacdes sensoriais durante a
fermentacao dos graos de cacau. Por isso, essas técnicas devem ser mais exploradas
a fim de trazer respostas quanto as mudancas que ocorrem durante o processo
fermentativo, possibilitando ajustes e melhorias para que, ao final, se obtenham
produtos de cacau com qualidade superior e notas finas e, dessa forma, valorizar
ainda mais estes produtos de elevada relevancia para a bioeconomia amazbnica,
onde se localiza os principais produtores de cacau.

O estudo proposto faz parte de uma colaboracdo com o IST Ambiental, o ITV e
UFPR, aos quais buscam entender, de forma inédita, as variagdes e a caracterizagao

dos compostos quimicos durante o processo fermentativo dos grdos do cacau.
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Estudos metagendmicos ja foram realizados pelo ITV, onde foram identificados os
micro-organismos envolvidos neste processo. Estes estudos sao primordiais para que
se possa desenvolver tecnologias e prover informagdes capazes de gerar um produto
de maior valor agregado, além de auxiliar em discussdes para futuros estudos sobre

o terroir do cacau brasileiro.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Analisar compostos quimicos durante o processo fermentativo do cacau por
cromatografia a gas acoplada a espectrdmetros de massas e sensorial eletrénico
utilizando ferramentas estatisticas para compreender as variagdes das propriedades

quimicas e sensoriais.

1.1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o perfil de compostos volateis via GC-SPME-MS do processo
fermentativo do cacau, de forma a compreender os marcadores de cada dia de

fermentacao com a utilizagao de ferramentas estatisticas;

e Caracterizar o perfil sensorial eletrébnico de aromas via e-Nose e GC-MS do
processo fermentativo do cacau, de forma a compreender os marcadores de

cada dia de fermentagao com a utilizacao de ferramentas estatisticas;

e Caracterizar o perfil sensorial eletrénico de gosto via e-Tongue do processo
fermentativo do cacau, de forma a compreender os marcadores de cada dia de

fermentagao com a utilizagao de ferramentas estatisticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CACAU

O cacau (Theobroma cacao L.) esta presente na alimentagc&o da populagéo
mundial em diversas formas: chocolates, achocolatados, nibs, puro, manteiga, entre
outras. Dados da produgdo mundial de cacau de 2023 mostram que Brasil é o sexto
maior produtor de cacau com 5,45% da produ¢dao mundial, ficando atras de Nigéria
(5,65%), Camardes (5,85%), Equador (9%), Gana (14%) e, no topo, Costa do Marfim
com 44% (Walzburiech, s.d.). No Brasil, a producao de cacau é concentrada no Norte
e Nordeste do pais, nos estados do Para, Amazonas e Bahia (Mendoncga, 2019; Christ,
2020), devido ao clima tropical propicio para o cultivo de cacaueiro. Dentre estes trés
estados produtores, dois deles se encontram inseridos no bioma amazbnico, o que
gera ainda mais importancia para a cadeia da bioeconomia dos produtos do cacau.

A maior dificuldade para o Brasil em produzir o cacau é controlar os fungos
que se desenvolvem no cacaueiro, como o0 fungo conhecido por desencadear a
doenga denominada vassoura de bruxa (Moniliophthora perniciosa). A doenga se
propagou pela Bahia em 1989, até entdo o maior estado em produgédo do cacau,
afetando a economia nacional com reducdo de 300 mil toneladas de producao,
gerando desempregos nas fazendas, além de impactos ambientais, uma vez que o
cacau auxilia na protecdo do bioma por crescer nas sombras da mata Atlantica
(Arantes, 2021; Miguel et al., 2017). O Brasil, na época, ocupava a posi¢ao de
segundo maior produtor mundial de cacau, mas com a propagac¢ao da doenga caiu
para quinto e, atualmente, sétimo lugar (Arantes, 2021). Em consequéncia destas
dificuldades, a produtividade do cacau na regidao Nordeste caiu e foi ultrapassada por
outras regides. Atualmente, a produgdo no Nordeste € cerca de duas vezes menor
que a producao do Sudeste e trés vezes menor que a do Centro-Oeste e Norte
(Brainer, 2021). De acordo com Brainer (2021), apesar do Nordeste ocupar 69,7% da
area cultivavel, é o Norte quem lidera a producéo nacional do cacau com 53,2%.

O cacaueiro é a arvore que gera o cacau, e seu fruto é apresentado na
FIGURA 1. As sementes, também conhecidas como os graos do cacau, sao as
responsaveis pelas variedades de produtos, e se localizam dentro do fruto, envoltos
em uma polpa mucilaginosa. Lima e colaboradores (2011) relatam que essa polpa &

rica em acgucares fermentaveis e representam cerca de 9 a 13% m/m, alta acidez, o
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que confere a presencga de acidos organicos, mas principalmente o acido citrico, e teor
de proteina na faixa de 0,4 a 0,6% m/m. O cacau cru tem um sabor adstringente
desagradavel, o que sugere que todo o sabor e aroma que se conhece deve ser

gerado (Ordofiez-Araque et al., 2020) em seu processo produtivo.

FIGURA 1 — CACAUEIRO, ARVORE DO CACAU COM FRUTOS (Theobroma cacao L.).

FONTE: Melo (2017).

O consumo do cacau é de interesse da populagao nao somente devido ao seu
sabor caracteristico, mas também porque ha diversos estudos acerca dos beneficios
a saude humana, como cardioprotetor, anti-inflamatorio, anticancerigeno, antiviral,
antibacteriano e antineurodegenerativo (Cadiz-Gurrea et al., 2020). Estes beneficios
estdo relacionados com as propriedades antioxidantes dos fitoquimicos presentes no
fruto do cacau. Nas sementes, os compostos fendlicos representam cerca de 10% do
total de constituintes e, sdo compostos, principalmente, por proantocianidinas (58%),
flavonodis ou flavan-3-6is (37%) e antocianinas (4%) (Cadiz-Gurrea et al., 2020).
Entretanto, apesar destes compostos serem encontrados nas sementes, podem
ocorrer alteragdes nas porcentagens de composicado devido ao processo de

fermentacao e torrefacdo. Os compostos fendlicos também podem sofrer influéncia,
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assim como toda a constituicdo do cacau, por diferengas geograficas, climaticas e
area de plantacao. De acordo com Ali e colaboradores (2013), além dos compostos
fendlicos, também podem ser encontrados no cacau flavonoides e polifendis naturais,
atuando como antioxidantes no organismo.

Para que o cacau chegue até o consumidor final, ha um longo caminho que
deve ser percorrido. O fruto do cacaueiro aparece, em média, cinco anos apds o
plantio. O cacau é composto por semente (ou graos/améndoas), polpa e casca. A
maturagao ocorre quando o fruto apresenta coloragao avermelhada e a colheita é feita
manualmente pelos fazendeiros (Wagner, 2020). Feita a colheita, o cacau é aberto e
sao separadas as partes da semente, polpa e casca e cada uma € destinada para um
fim especifico. As sementes sado levadas para fermentacdo a fim de reduzir a
mucilagem — rica em agua e substancias quimicas, reduzindo o seu amargor e
desenvolvendo os precursores de aroma (Jacarelli', 2016 apud Wagner, 2020;
Oliveira Junior et al., 2020). A fermentagdo ocorre com a presengca de micro-
organismos como leveduras, bactérias laticas (LAB) e bactérias do acido acético
(AAB), além de espécies de Bacillus sp., outras bactérias e fungos filamentosos
também podem crescer € influenciar na qualidade do processo (Visintin et al., 2017).
Alguns micro-organismos podem ser especificos de cada regido produtora do cacau,
afetando diretamente em caracteristicas sensoriais como o terroir.

Apods a fermentacdo, as sementes passam pelo processo de secagem que
visa retirar a agua remanescente, impedindo a proliferacdo de fungos fitopatdégenos.
Além disso, o processo de secagem tem grande importancia para a formagao do sabor
e aroma, devido as enzimas presentes e atuantes na estabilizacdo das caracteristicas
do produto final (Wagner, 2020; Oliveira Junior, 2020). A umidade média apés o
processo de secagem é em torno de 7% (Oetterer; Regitano-D’Arce; Spoto; 2006).
Feita a secagem, as sementes sado destinadas a torrefacdo, onde elas sao
descascadas e encaminhadas para o forno. A temperatura e o tempo de torra também
sao fatores que irdo influenciar no sabor e aroma produzido. No processo de
torrefacdo, o cacau vira uma massa, também chamada de liquor, caracterizada por
apresentar cremosidade e cor escura. Esta massa € a matéria prima para a fabricagcao

do chocolate (Wagner, 2020; Costa, 2008). Do liquor de cacau se obtém a manteiga

T JACARELLI, Brenda. Gastronomia e alta cozinha. v. |. Rosario, Argentina: Editora GABA, 2016.
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de cacau, muito utilizada também na industria alimenticia e de cosméticos, e ao final,
resta o cacau em po.

Apesar dos séculos de producao, a transformacédo dos grdos de cacau em
chocolate ainda depende de pratica de pds-colheita complexas, caras e dificeis de
reproduzir (Herrera-Rocha et al., 2023). A FIGURA 2, apresenta um esquema do

processo de producao do chocolate pds-colheita.

FIGURA 2 — PROCESSO PRODUTIVO DO CHOCOLATE.
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FONTE: Adaptado de Herrera-Rocha et al. (2023).

Além disso, a fermentagdo dos graos de cacau, secagem e torrefagdo séo
feitas utilizando técnicas rudimentares e protocolos sem padronizagao e, como
resultado, a bioquimica do processo produtivo permanece sem clareza. Com isso,
para melhorar a industria do cacau é necessario ter controle de estabilidade tanto do
processo, quanto do produto para que, por fim, sejam produzidos chocolates de
qualidade definida, por processos confiaveis, eficientes e econémicos (Herrera-Rocha
et al., 2024).

2.1.1 Processo fermentativo e torrefacao

Antes de falar sobre o processo fermentativo € importante ressaltar que os

compostos precursores de sabores e aroma do cacau sao formados durante as etapas
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de fermentacdo e torrefacdo. Ademais, sao influenciados pelo tipo de cacau
(gendtipo), composi¢cao do grao, condigdes do solo, idade das arvores de cacau,
tratamento pds-colheita e 0 processamento do cacau apds o processo fermentativo,
como armazenamento e transporte (Bastos et al., 2019; Afoakwa et al., 2008).

Pela fermentacao se tratar de um processo espontaneo e nao padronizado,
nao ha muito controle sobre os micro-organismos atuantes — o que pode variar de
acordo com as fazendas e as regides de cultivo, ferramentas, maos dos trabalhadores,
caixas onde ocorrem a fermentagdo e até mesmo os insetos da regiao
(Papalexandratou et al., 2011: Crafack et al., 2014). Esse processo depende
principalmente das interagdes micro-organismos e a polpa que resultara em reagoes
bioquimicas juntamente com as enzimas e metabdlitos enddgenos dos graos,
ocasionando o desenvolvimento de compostos bioativos e sabor (Herrera-Rocha et
al., 2023; Konagano et al., 2022).

O processo fermentativo comega ao separar os graos da casca, logo apés a
colheita dos frutos, e ocorre naturalmente, geralmente em caixas de madeira com
folhas de plantas e estopa, e deixadas de cinco a sete dias, dependendo da variedade
do cacau e das tradi¢des locais (Chagas Junior et al., 2022). A polpa mucilaginosa &
rica em nutrientes: em torno de 85% de agua, 10-15% de acgucares (glicose, frutose e
sucrose, a depender da maturacgdo do fruto), 2-3% de pentoses, 1-3% de acido citrico
e 1,5% de pectina, proteinas, aminoacidos, vitaminas e minerais, o que cria um
ambiente propicio para o desenvolvimento dos micro-organismos (Orodofiez-Araque
et al., 2020). Os principais micro-organismos atuantes sdo dos grupos de leveduras,
bactérias lacticas (LAB) e bactérias do acido acético (AAB) (FIGURA 3a). A FIGURA
3b, representa o comportamento dos micro-organismos envolvidos durante as etapas

da fermentacao e os seus produtos.



FIGURA 3 - (a) MICRO-ORGANISMOS ATUANTES DURANTE A FERMENTAGAO (b)
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FONTE: Adaptado de Vuyst; Weckex (2016).
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Nas primeiras 48h da fermentacdo, chamada de fase anaerébica, as

leveduras agem consumindo e convertendo os agucares (frutose e glicose) da polpa
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mucilaginosa em etanol e didxido de carbono (CO2) (FIGURA 3b) (Chagas Junior et
al.,, 2022; Konagano et al., 2022). As leveduras também estdo envolvidas na
degradacgao da pectina que se encontra na polpa do cacau e na produgéo de diversos
precursores de aroma, como 0s alcoois superiores e ésteres que contribuem
significativamente para o desenvolvimento do perfil de aroma do chocolate (Figueroa-
Hernandez et al., 2019; Crafack et al., 2013).

As LAB trabalham junto com as leveduras convertendo a glicose e frutose em
acido latico e etanol, e a partir das 72h, a fase aerébica se inicia com a mistura manual
dos graos de cacau e as AAB convertem o etanol em &cido acético que é
posteriormente volatilizado conforme ocorre a mistura dos graos (Chagas Junior, et
al, 2022; Konagano et al., 2022). Essa ultima reacao é exotérmica, ou seja, libera calor
para o meio — que chega em torno de 50 °C e acaba favorecendo as reacgdes fisicas
e quimicas dentro das sementes, degradando os compostos pela enzima
polifenoloxidase e reduzindo o amargor e adstringéncia, matando o embrido e
formando compartimentos internos nas sementes (Chagas Junior et al., 2022;
Figueroa-Fernandez et al., 2019; Orodofiez-Araque et al., 2020). Ao final da
fermentagdo pode ocorrer a presenca de bactérias aerdbicas formadoras de esporos
e fungos filamentosos, que s&o responsaveis por sabores desagradaveis, mas
fermentacgdes prolongadas também podem acarretar no aumento de Bacillus e fungos
filamentosos, gerando tais sabores desagradaveis (Orodofiez-Araque et al., 2020).

Atualmente, ha um método padrao (ISO 2451:2017) para definir o tempo de
fermentagdo, onde sao retiradas 100 amostras de graos de cacau e avaliadas as
texturas internas e mudancga da cor violeta para marrom (Herrera-Rocha et al., 2023).
E importante garantir que a fermentac&o ocorra dentro de um tempo adequado e, para
dizer que o processo realmente finalizou, os grdos devem estar na faixa de 80-90 %
totalmente marrons (Herrera-Rocha et al., 2021).

Com afinalizagao do processo fermentativo, os graos sao secos em ambiente
aberto para seguir para a torrefagédo. A torrefagdo do cacau € uma etapa essencial
para desenvolver ainda mais o sabor de chocolate a partir dos precursores formados
durante a fermentacao e secagem (Afoawka et al., 2008), além de volatilizar os acidos
remanescentes, diminuindo a acidez. Um ponto importante de ser ressaltado no
processo de torrefacdo sdo as reag¢des de Maillard que ocorrem com o acréscimo de
temperatura, fundamentais para o desenvolvimento do sabor do cacau. As aplica¢des

das temperaturas durante a torrefagcdo séo variaveis de acordo com os tipos de
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chocolate a se obter no final, sejam eles ao leite, amargos ou com porcentagens de
cada.

Na literatura se encontram alguns dados de analises durante o processo
fermentativo do cacau no que diz respeito aos micro-organismos envolvidos em cada
dia de fermentacao, e também trabalhos que relatam sobre a composicao quimica dos
metabdlitos volateis em cada dia de fermentacdo. Em relacdo ao sensorial eletrénico,
nao ha dados em literatura que avalie o processo fermentativo e as suas mudancgas
de gosto e aroma. A seguir serdo discutidos alguns estudos que buscaram
caracterizar e compreender as alteragdes durante o processo fermentativo, em
concordancia com o proposto neste trabalho.

O estudo desenvolvido por Fonseca (2023), relata as alteragcbes de micro-
organismos durante o processo fermentativo. Nos primeiros dias de fermentacao, Oh
a 48h, foram identificados os fungos Saccharomyces e Candida como mais
abundantes, enquanto que nos dias finais da fermentacao, 72h a 144h, as bactérias
Microvirga, Lactobacillus e Limosilactobacillus foram as mais abundantes. Os fungos
do género Saccharomyces sao fundamentais na produ¢cado de compostos aromaticos
como aldeidos, ésteres e cetonas (Bastos et al., 2018; Batista et al., 2015; Chagas
Junior et al., 2021), além de serem um dos responsaveis pela degradagdo dos
agucares fermentaveis, presentes na polpa, em etanol (Batista et al., 2015; Figueroa-
Hernandez et al., 2019), conforme apresentado na FIGURA 3a. Esse estudo é
importante para o desenvolvimento e correlacédo desse trabalho, pois os graos de
cacau utilizados para a caracterizagdo microbiana sao os mesmos que foram
utilizados para as caracterizagdes dos compostos volateis e do sensorial eletrénico
apresentados nos préoximos capitulos.

Os trabalhos que abordam o processo fermentativo do cacau em termos de
metabdlitos volateis monitorados foram desenvolvidos por Hamdouche et al., (2019),
Rodriguez-Campos et al., (2012), Aculey et al., (2010) e Bastos et al., (2019). O estudo
de Hamdouche e colaboradores (2019) buscou avaliar o impacto da homogeneizagéo
dos gréaos de cacau durante o processo fermentativo e, para isso, foram analisados
0s graos remexidos e nao remexidos. A amostragem ocorreu com 2, 4, 5, 6 e 7 dias
de fermentacéao e foram identificados 26 compostos volateis nas amostras. No estudo
de Rodriguez-Campos e colaboradores (2012), por sua vez, foram avaliados os
metabdlitos volateis durante o processo fermentativo e também a temperatura de

secagem dos graos, para averiguar quais as melhores condigdes no processamento
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dos graos de cacau. A amostragem desse estudo ocorreu a cada dois dias de
fermentacao (2, 4, 6 e 8 dias) e foram identificados 58 compostos nas amostras. O
estudo de Aculey e colaboradores (2010) buscou compreender as alteragées dos
metabolitos durante o processo fermentativo com uma combinagdo de técnicas
analiticas como Infravermelho préximo (NIR), fluorescéncia molecular, colorimetria e
GC-MS, além de verificar a influéncia da fermentacédo em diferentes locais e processos
de secagem na qualidade do produto final. A amostragem ocorreu a cada dia de
fermentacao e teve duragao de seis dias. Durante as analises dos resultados varios
compostos volateis foram identificados em cada amostra. Por fim, o estudo
desenvolvido por Bastos e colaboradores (2019) investigou as variagdes dos
metabdlitos volateis na fermentagao e também avaliou os chocolates produzidos deste
processo de fermentacdo com painéis humanos. A amostragem ocorreu a cada dia
de fermentacao e teve duracio de sete dias, identificando em torno de 40 compostos
volateis. Todos os trabalhos mencionados anteriormente identificaram, através das
caracterizagcdes de metabalitos volateis, compostos dos grupos de alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres, acidos, pirazinas e outros (Hamdouche et al.,, 2019; Rodriguez-
Campos et al., 2012; Aculey et al., 2010; Bastos et al., 2019).

Dentre os trabalhos que utilizaram os equipamentos sensoriais, como o e-
Nose e a e-Tongue para caracterizar o perfil em termos de aroma e sabor, nenhum
trouxe uma abordagem que avaliesse o processo fermentativo e a transformagao do
sensorial ao longo dos dias. Os trabalhos que caracterizam o cacau por e-Nose ou e-
Tongue, em sua grande maioria, buscam através dos aromas ou dos gostos classifica-
lo de acordo com a sua regido produtiva (Barbosa-Pereira et al., 2019; Rottiers et al.,
2019; Tran et al., 2015; Teye et al., 2014). Portanto, € possivel notar que os
equipamentos de sensorial eletrbnico ndo sdo explorados para compreender as
variagdes sensoriais que ocorrem durante o processo fermentativo do cacau ou até

mesmo produtivo do chocolate.
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2.2 METODOS ANALITICOS
2.2.1 Cromatografia a Gas

A cromatografia a gas (GC) é uma técnica analitica utilizada para a
determinagdo de compostos orgéanicos volateis (VOCs), semivolateis (SVOCs) e
compostos que ndo sofrem decomposig¢ao térmica. A GC recebe este nome, pois a
fase movel € um gas — que também pode ser chamado de gas de arraste. O gas deve
ser inerte a fase estacionaria e de alta pureza. Ja a fase estacionaria pode ser liquida
ou sélida, apesar de a sélida apresentar pouca aplicagao (Degani, 1998). Na FIGURA

4 sao apresentadas as partes de um GC.
FIGURA 4 — REPRESENTACAO DA CROMATOGRAFIA A GAS.
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FONTE: Adaptado de Degani et al. (1998).

As amostras podem ser injetadas de maneira manual ou através de um
amostrador automatico, geralmente localizado acima do injetor. O injetor € a entrada
do cromatografo, responsavel pela volatilizagdo das amostras e introdu¢cdo das
moléculas na coluna cromatografica com o auxilio do gas de arraste. A coluna é onde
ocorrem as interagdes das moléculas com a fase estacionaria e, devido a estas
interacdes, € possivel separar os diferentes analitos da amostra. Cada molécula ira
interagir de determinada forma com a fase estacionaria, e em determinado tempo,

para assim possibilitar a sua separagdao. Quando se fala em GC, as moléculas se
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separam de acordo com o ponto de ebulicdo que, por sua vez, é dependente da massa
molecular e também pela constante dielétrica, relacionada a polaridade das moléculas
(Penteado et al., 2008). A coluna se localiza em um compartimento chamado de forno,
responsavel pela taxa de aquecimento de um método. Geralmente, é feita uma rampa
de temperatura baixa até uma temperatura alta para que os analitos sejam separados.
Apods os analitos percorrerem a coluna e, enfim, ocorrer a separacéo, o sistema de
deteccao é o responsavel pelos sinais analiticos dos compostos. Para GC geralmente
os sistemas de deteccao utilizados sao Detector por lonizagdo de Chama (FID),
Detector de Captura de Elétrons (ECD) e o analisador por Espectrometria de Massas
(MS), cada um com sua particularidade para a detecgéo de acordo com as classes de

compostos analisadas.

2.2.1.1 Microextracdo em fase sodlida

A microextragdo em fase solida, solid phase microextraction (SPME), consiste
em uma técnica rapida de preparo de amostras, onde ocorrem microextracdes dos
analitos desejados para posterior injegdo em equipamento, geralmente compativel
com GC. E composta por um bastdo de fibra de silica fundida de cerca de 100 mm de
didmetro, com 10 mm de uma extremidade recoberta com um filme fino de um
polimero ou de um solido adsorvente (Valente, 2000). A SPME pode ser classificada
em trés tipos, de acordo com o modo de extragcdo: Imersédo direta, DI (Direct
Immersion) que consiste em deixar a fibra imersa na amostra, normalmente usadas
para extracdo de compostos de baixa volatilidade e matrizes com baixo teor de
interferentes; HS (Headspace), na qual a fibra fica sobre a amostra, extraindo
compostos de alta volatilidade e compativel com matrizes de elevado teor de
interferentes; e Protecdo com membrana (membrane-protection), por sua vez, a fibra
fica imersa na amostra mas sem contato direto, possibilitando a extracdo de
compostos de baixa volatilidade em amostras com elevado teor de interferentes n&o
volateis (Rosendo et al., 2023). Apds a microextragao, a fibra é levada pela seringa
do amostrador até o injetor do GC, onde ela é novamente exposta para que os analitos
dessorvam com a temperatura elevada, e o gas de arraste os direcionam para a
coluna.

Os métodos que utilizam a SPME como preparo de amostras devem ser

otimizados para garantir a melhor eficiéncia de extragao dos analitos. De acordo com
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Dognini (2018), os parametros que afetam a eficiéncia da extragao ao utilizar o SPME
sdo: temperatura, pH, forga ibnica, fase extratora, agitagao, dessorgéo e tempo de
extragdo. Assim, uma correta otimizagdo de método garante a repetibilidade,

reprodutibilidade, exatidao e sensibilidade.

2.2.2 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (MS) é uma ferramenta analitica capaz de
separar e identificar compostos em uma amostra, a partir da razao massa/carga (m/z)
dos ions gerados destes compostos. Os espectrdbmetros de massas tém cinco
componentes: (a) unidade de entrada da amostra; (b) fonte de ions ou método de
ionizacao; (c) analisador de massa ou separador de ions; (d) detector, e (e) sistema
de dados (Pavia et al., 2010; Silverstein et al., 2015). Na FIGURA 5 é apresentado um
sistema de MS. A técnica de MS permite uma variabilidade e aplicabilidade grande na
identificacdo de compostos, pois fornece dados estruturais, isotdpicos e até mesmo

conformacionais.

FIGURA 5 - COMPONENTES DE UM ESPECTROMETRO DE MASSAS.

Computador

Introducio da —>  Método de — g —> Detector

amostra ionizagcao separacao de
ions

FONTE: Adaptado de Silverstein et al. (2015).

A entrada da amostra para a analise de MS pode ser realizada por infusao,
diretamente no espectrometro de massas, ou através de um acoplamento por
cromatografias — sejam elas liquida ou gasosa, ou até mesmo com outros
equipamentos analiticos. Caso seja realizada uma infusdo, todos os analitos contidos
na amostra serdo direcionados para dentro do espectrbmetro e os sinais analitos

podem ser complexos de interpretar. Entretanto, quando acoplado a uma
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cromatografia, os analitos ja sdo separados antes de entrarem no sistema, o que
facilita na analise, além de aumentar a sensibilidade do método. A fonte de ions é a
responsavel por transformar as moléculas em particulas carregadas, gerando os ions.
As fontes de ions mais comuns para GC sao por Impacto de elétrons (El) e lonizag&o
Quimica (CI) (Pavia et al., 2010; Silverstein et al., 2015).

O analisador de massas € “onde ocorre a separagao da mistura de ions que
foram gerados na fonte, de acordo com suas razées massa/carga para se obter um
espectro” (Silverstein et al., pag. 8, 2015). Assim como ha varios tipos de fonte de
ionizacdo, cada uma com sua particularidade de aplicagcdo, também ha diversos
analisadores de massas, cada um com uma capacidade de resolucao diferente. Neste
trabalho foi utilizado o analisador de massas triplo quadrupolo, com o modo de leitura
em apenas um quadrupolo, em uma andlise chamada de scan. O analisador
quadrupolar € um “analisador de resolugao baixa e nédo oferece informagdes acerca
da composicao elementar das amostras” (Pavia et al., pag. 412, 2010), porém, possui
uma sensibilidade alta quando realizado os experimentos in Tandem (MS/MS)
(Silverstein et al., 2015). Este analisador consiste em quatro barras cilindricas ou
hiperbdlicas paralelas no que seriam as pontas de um quadrado. O feixe de elétrons
passa no meio destas barras que possuem um campo eletrostatico, gerado a partir de
radiofrequéncia e correntes continuas, que causam oscilagdes aos ions. Desta
oscilagao, alguns ions nao conseguem atravessar o analisador e, 0os que chegam, sao
direcionados para o detector (Pavia et al., 2010; Silverstein et al., 2015).

Os analisadores in Tandem (MS/MS) possibilitam aplicar um filtro de massas
baseado na razdo massa/carga (m/z) do ion precursor (ion “pai”) para fragmenta-lo
em uma cela de colisdo, e posteriormente aplicar outro filtro de massas do ion produto
(ion “filho”). Esse tipo de analisador permite obter espectros mais limpos e, além disso,
obter informagdes estruturais das moléculas (Silverstein et al., 2015). Ha sistemas in
Tandem no mercado que combinam dois analisadores de massas em série, como por
exemplo, dois sistemas por quadrupolo unidos por uma cela de colisao.

ApOs a separacao dos ions nos analisadores, estes sido direcionados para o
detector. O detector produz uma corrente proporcional a concentragdo de ions que
estdo chegando até ele, entretanto, esta resposta € amplificada devido a baixa
representatividade do sinal elétrico que é gerado. Este sinal € transformado em um
espectro de massas no sistema de dados, geralmente um computador anexado ao

equipamento.
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2.2.3 Lingua eletrénica

A lingua eletronica (e-Tongue) € um instrumento analitico que determina os
sabores dos produtos: € capaz de determinar o gosto globalmente, mas também
especificamente dos sabores umami, salgado e azedo (Alphamos, s.d.). A FIGURA 6
apresenta o equipamento. De acordo com o site do equipamento, a e-Tongue pode

detectar todos os compostos organicos e inorganicos que caracterizam o gosto.

FIGURA 6 — EQUIPAMENTO ANALITICO E-TONGUE.

FONTE: Autora (2024).

Para isso, 0 equipamento possui sete sensores de sabores e um eletrodo de
referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl), conforme a FIGURA 7 apresentada

abaixo.
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FIGURA 7 —- REPRESENTACAO DOS COMPONENTES DO EQUIPAMENTO E-TONGUE.

Processamento
de sinais

Aquisicdo
de dados

Kitde 7 Eletrodo de

Agltadar sensores referéncia

FONTE: Autora (2024).

A medigdo € realizada por condutividade, ou seja, sdo medi¢des
potenciométricas, em temperatura controlada e sdo mensuradas a partir da diferenca
de cada sensor frente ao eletrodo de referéncia. Os sensores utilizados neste trabalho
foram AHS, CTS, NMS, ANS, SCS, PKS e CPS. O sensor que detecta acidez € AHS,
amargor € SCS, ANS é docgura, CTS é salgado, NMS é umami e os sensores PKS e
CPS para sabores complexos (Han, 2021). Existem outros conjuntos de sensores
disponiveis, de acordo com a aplicagao do equipamento.

As vantagens da utilizagdo deste equipamento € que os resultados s&o
repetiveis e reprodutiveis, as medi¢cdes sdo automatizadas e de rapida leitura — em
torno de trés minutos por amostra — garante a segurancga dos painéis humanos frente
a gostos ruins ou medicamentos controlados, além de conseguir controlar as
caracteristicas dos produtos que sao avaliados devido ao conhecimento perfil
gustativo tracado (Alphamos, s.d.). Além disso, €& capaz de classificar
simultaneamente amostras de acordo com as intensidades dos sabores azedo, umami
e salgado. O equipamento conta, ainda, com um software de analise multivariada para
os processamentos de dados, facilitando na interpretacao e avaliagao do fingerprint

em termos de sabores.
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2.2.4 Nariz eletrénico

Assim como a e-Tongue é utilizada para caracterizar sabores, o0 nariz
eletronico (e-Nose) é utilizado para a caracterizagdo de aromas. Na FIGURA 8 é
apresentado o equipamento. As possibilidades de caracterizagdo de amostras
alimenticias, por exemplo, sdo mais vantajosas quando se utilizam ambos
equipamentos. O e-Nose é capaz de detectar aromas ou moléculas quimicas que
compdem cheiros (Alphamos, s.d.), além de tornar a analise precisa e de se obter um

perfil aromatico completo.

FIGURA 8 — EQUIPAMENTO ANALITICO E-NOSE.

FONTE: Autora (2024).

A introducdo da amostra ocorre em um injetor, que possui um concentrador

antes de alcancar a coluna cromatografica. O equipamento € um sistema de GC com
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duplo canal, ou seja, com divisao de fluxo para duas colunas e dois detectores. Na

FIGURA 9 séo apresentados os componentes de um e-Nose.

FIGURA 9 - REPRESENTACAO DOS COMPONENTES DO EQUIPAMENTO E-NOSE.
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FONTE: Autora (2024).

Nesse caso, os detectores sdo FID e as colunas sdo mais finas que as
convencionais, com diametro de 0,18 ym e seu recobrimento externo favorece a troca
térmica por apresentar metal em sua composicdo, possibilitando rampas mais
intensas de temperatura e, por isso, também é chamado de Flash GC (Alphamos,
s.d.). A utilizagao das duas colunas possibilita a separagdo de um mesmo composto
de formas diferentes, devido as diferentes interacdes. Ao final, é possivel comparar o
sinal obtido com uma biblioteca que traz informag¢des aromaticas acerca da amostra.

Algumas vantagens ao se utilizar o e-Nose sdo: as analises sdo confiaveis,
melhoria da qualidade sensorial das produg¢des, consisténcia ao longo do tempo dos
resultados obtidos, padronizagdo do aroma produzidos em diferentes fabricas,

controle das caracteristicas sensoriais dos produtos, investigagao de reclamacgdes de
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mau cheiro apds a abertura de embalagens, diminui¢do de perda de produgdo com
testes acelerados de shelf life e, claro, a liberagdo mais rapida de lotes de produgao
(Alphamos, s.d.). E possivel, ainda, realizar quantificacdo dos compostos que
possuem odores e, assim como a e-Tongue, garante seguranga para 0s painéis
humanos — que n&o precisam cheirar eventuais residuos de alcool, solventes e demais
compostos toxicos. O e-Nose, assim como a e-Tongue, também possui um software
de analise multivariada para o processamento e tratamento dos dados, além de uma

biblioteca prépria para avaliacao do perfil aromatico.
2.3 QUIMIOMETRIA

A Quimiometria, de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), é a aplicagdo de estatistica a analise de dados quimicos (de
quimica organica, analitica ou de quimica medicinal) e o planejamento de
experimentos quimicos e simulagdes. Atualmente, a quimiometria € compreendida por

sua interdisciplinaridade entre as areas da matematica, quimica e estatistica (FIGURA
10).

FIGURA 10 — INTERDISCIPLINARIDADE DE QUIMIOMETRIA ENTRE AS TRES AREAS.

N

QUIMIOMETRIA
FONTE: Ferreira (2015).

A analise dos dados é uma etapa tado importante quanto a aquisigao dos dados.

E a partir da analise dos dados que conseguimos distinguir, classificar e correlacionar
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os resultados obtidos, permitindo uma interpretacao do sistema avaliado. Quando
falamos em analises quimicas, € sabido que o volume de dados é grande e, para que
ndo haja perdas de informag&o, torna-se necessario o uso de ferramentas
multivariadas para auxiliar na interpretacao dos dados. Entretanto, para que a analise
de dados seja realizada de forma quase que exclusiva sobre a variagdo amostral, e
minimizar os efeitos técnicos dos equipamentos analiticos empregados, séo
realizados pré-tratamentos nos dados obtidos. Os pré-tratamentos tém como objetivo
reduzir as variaveis indesejaveis e que nao foram outrora removidas, mas que podem
influenciar no resultado final (Ferreira, 2015) como, por exemplo, os sinais de ruido e
a variagao no tempo de retencdo. Ao aplicar um pré-tratamento as variaveis, a
denominacéo correta é pré-processamento e estes podem ser diferentes dependendo
do tipo de analise realizada, de forma a ndo comprometer ou enviesar os resultados
obtidos (Ferreira, 2015).

Apods o pré-processamento, os dados estdo organizados para seguir com o
tratamento estatistico. A analise de dados nesse trabalho teve uma abordagem
exploratdria, ou seja, esta sendo avaliada uma mesma amostra em diferentes tempos
de fermentacao para compreender como as alteragdes em sua composicao podem
ser explicadas a partir de seu comportamento estatistico. Esse tipo de analise &
definido como analise ndo supervisionada, ou seja, ndo ha uma classificagdo prévia
ou suposicao das amostras. Vale ressaltar que apesar de se ter conhecimento sobre
os diferentes dias de fermentagado, ndo se conhece de fato em quais desses dias as
alteragdes quimicas do perfil da amostra foram mais proeminentes e, portanto,
detectadas pelos equipamentos. Dessa forma, necessita-se de uma analise prévia de
forma exploratéria para se avaliar as possiveis mudancas da amostra e, neste
conceito, a ferramenta mais empregada e que também foi utilizada nesse estudo é a
Analise de Componentes Principais (PCA).

Segundo Ferreira (2015), “a PCA é um método utilizado para projetar dados
multivariados em um espago de dimensdo menor reduzindo, assim, a
dimensionalidade do espaco original do conjunto de dados, sem que as relagdes entre
as amostras sejam afetadas” (p. 110). E uma técnica que auxilia na interpretacdo dos
dados, pois ao diminuir as dimensdes do conjunto de dados (as variaveis), € possivel
observar as diferencas ou semelhancas entre as amostras que outrora ndo eram
observadas. Além disso, possibilita encontrar quais variaveis se correlacionam entre

si, facilitando a compreenséao de quais fatores resultaram nas mudancas observadas
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nas amostras. Ainda, uma outra vantagem desse tipo de tratamento é que se tornam
evidentes as amostras que apresentam um comportamento distinto das demais
(Ferreira, 2015).

Para realizar essa redu¢ado na dimensao dos dados, a PCA é formada por
novas variaveis ortogonais que sao chamadas de componentes principais (PCs), onde
a PC1 representa a maior variagao total dos dados e a PC2, ortogonal a PC1, a
segunda maior variagao. Essas PCs sdo compostas por duas partes: os scores e 0s
loadings. O grafico de scores ilustra as informacdes em relacdo ao objeto de estudo,
ou seja, as amostras, e o grafico de loadings, apresenta as variaveis responsaveis
pelos agrupamentos dos dados e como cada variavel contribui para a distribuicéo das
amostras no grafico de scores (Lubes; Goodarzi, 2017).

Dessa forma, a analise de uma PCA deve passar pela avaliacdo do grafico de
scores e loadings concomitantemente, permitindo uma interpretacdo acerca do
comportamento das amostras de cacau fermentado que estdo sendo estudadas e dos
sinais analiticos que, nesse caso, serao chamados de marcadores por serem 0sS
responsaveis pela distribuicdo dos diferentes dias de fermentagao ao longo da PCA.

Quando se fala em cacau, o tratamento por PCA geralmente esta atrelado a
classificagdo das amostras de acordo com paises ou regides de cultivo, por exemplo.
A PCA, como explicado anteriormente, € uma ferramenta que possibilita o
agrupamento de amostras semelhantes e que evidencia amostras diferentes e,
quando se fala em classificar graos de cacau por aroma ou por metabdlitos, € uma
abordagem interessante e que traz bons resultados, conforme relatado nos trabalhos
de Tran et al. (2015) e Teye et al. (2014).

3 MATERIAL E METODOS

Para melhor visualizagédo das etapas realizadas na metodologia, foi elaborado
um esquema em que os preparos das amostras de p6 de cacau fermentado realizados

para todas as técnicas analiticas estdo apresentados na FIGURA 11.
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FIGURA 11 — METODOLOGIA DE PREPARO APLICADA PARA AS AMOSTRAS DE PO DE CACAU
FERMENTADO.

.| Vial de 20 mL e-Nose +
| deHS GC-MS
0,1gde
t
IRl [ vial de 20 mL S i e SPME
| deHs : GC-MS/MS
1gde
amostra 100 mL de Ultrassom por ;
' ; Filtrar e-Tongue
agua fervendo 20 min

Legenda: HS — headspace; IS — padrao interno;

1 g de amostra

FONTE: Autora (2024).

Este topico foi organizado da seguinte maneira: primeiro, sdo apresentadas
as condigbes de amostragem dos gréos de cacau; na sequéncia, as condigdes de
preparo e método por GC-SPME-MS; condigbes de preparo e método por e-Tongue

e, por fim, condi¢cbes de preparo e método por e-Nose.

3.1 AMOSTRAS DE CACAU

As amostras de graos de cacau fermentados da espécie Forastero foram
disponibilizadas pelo ITV e seguem a coleta apresentada por Konagano (2020),
conforme descrito abaixo:

A fermentacdo ocorreu no municipio de Tomé Agu — Para (2°28’41,3"S e
48°16’50,7”W), no més de maio de 2019, com temperatura em torno de 32 °C durante
o dia e 23 °C durante a noite. O processo foi realizado em dois cochos contendo cerca
de 60 kg de sementes, e cobertos com folhas de bananeira.

A fermentacao teve duracao de 144 h, sendo realizado o acompanhamento
da temperatura ao longo dos dias do processo. Foram coletadas amostras de graos

de cacau em cada dia da fermentacao, nos tempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 h.



41

Posteriormente, os graos de cada tempo foram secos sob o sol por 96 horas. Cerca
de 100 g de cada amostra foi moida, armazenada em embalagem de polietileno estéril
e acondicionada em temperatura de refrigeracéo (4 a 8 °C), com o auxilio de gelo. As
amostras de cacau fermentado foram enviadas em forma de pd para analise em

dezembro de 2022, onde foram mantidas em refrigeragao e ao abrigo da luz.

3.2 ANALISE POR SPME-HS VIA GC-MS/MS

O preparo das amostras de cacau fermentado para analise por SPME foi
realizado conforme proposto por Hamdouche e colaboradores (2019), com alteragdes
na quantidade de amostra utilizada. Pela quantidade limitada de amostras, foram
realizados testes a fim de visualizar as melhores intensidades dos sinais no espectro
de massas com as respectivas pesagens, possibilitando maiores replicatas no estudo.
Os testes foram realizados com 0,05 g, 0,10 g, 0,25 g e 0,50 g do cacau fermentado
moido. Além dos testes de variagdo de massa, foram testados os padrdes internos.
Os padrdes internos avaliados foram terc-butil-metil-éter e 1,4-diclorobenzeno-ds. O
1,4-diclorobenzeno-ds se mostrou o mais proximo dos picos centrais das amostras e
foi o escolhido para o tratamento de dados como padrao interno.

As analises seguiram com 0,10 g de cacau fermentado moido alocados em
frascos de 20 mL, sem utilizacdo prévia. Aos frascos, foram adicionados 50 pL de
padrdo interno de 1,4-diclorobenzeno-ds (4000 pg/L, Sigma-Aldrich) solubilizado em
diclorometano, e fechado com tampa e septo também sem utilizagao prévia. Foram
preparadas triplicatas de cada dia da fermentagcdo e as extracbes foram realizadas
com uma fibra de 80 ym divinilbenzeno/ampla faixa de carbono/polidimetilsiloxano
(DVB/C-WR/PDMS, Agilent) usando a técnica de SPME em headspace (SPME-HS).
A fibra foi condicionada por uma hora, conforme manual do fabricante, a 270 °C. Ja
nas amostras, a fibra foi exposta ao frasco contendo amostra a 60 °C na incubagao
por 10 minutos e posterior dessor¢ado no injetor a 240 °C por 3 minutos, conforme
estudos na area (Barbosa-Pereira et al, 2019; Chen et al., 2021; Hamdouche et al.,
2019; Rodriguez-Campos, et al., 2012). Além das amostras, foram lidos padrdes de
faixa de hidrocarbonetos C5-C15 (2000 pg/L, Absolute Standards) e também brancos
de corrida.

Ja a parte instrumental foi executada em cromatografo a gas (G3540A, Agilent

Technologies, Alemanha) acoplado a um espectrémetro de massas com analisador
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triplo quadrupolo (G7000D, Agilent Technologies, Alemanha). As amostras, os
padrdes e os brancos de corrida foram randomizados previamente e a injecao foi feita
de maneira automatica, com amostrador (G6501B, Agilent Technologies, Alemanha)
e temperatura do injetor de 250 °C em modo splitless. O gas de arraste utilizado foi
Hélio e a fonte de ionizagao foi por impacto de elétrons (El) com temperatura de 250
°C e 70 eV. A coluna usada foi uma HP-5 (20 m x 180 pym x 0,18 ym) com programa
de forno iniciando em 30 °C por 3 min, taxa de aquecimento de 20 °C/min até 250 °C
mantida por 15 min. A aquisi¢do dos dados pelo analisador foi em modo scan, 45-500
m/z, 200 ms, threshold 100, ganho 10 e tempo de aquisi¢cao de 29 min. Os softwares
tanto para aquisicdo de dados, controle do MS quanto para a analise dos dados foi o
Agilent Mass Hunter Acquisition (Versao 10.2) e o Agilent Qualitative Analysis (Versao
10.0).

3.3 ANALISE POR E-TONGUE

Os perfis de sabores foram avaliados em e-Tongue (ASTREE Versao 5.2,
Alpha MOS, Toulouse, Franga) e o conjunto de sensores utilizados foram AHS, CTS,
NMS, ANS, SCS, PKS e CPS. Estes sensores, juntamente com o eletrodo de
referéncia Ag/AgCl, foram condicionados e calibrados previamente em solugéo padrao
de 0,01 mol/L de acido cloridrico (Sigma-Aldrich), conforme instrucdo do fabricante. A
sequéncia de aquisicdo de dados em e-Tongue foi realizada alternadamente com
agua ultrapura e a leitura foi com amostrador automatico (Metrohm, Herisau, Suiga)
de 16 posigdes.

O preparo das amostras para analise em e-Tongue foi realizado conforme
proposto por Huang e colaboradores (2014). Cada amostra foi preparada em
quadruplicata. Foi pesado 1 g de cada amostra em béqueres abertos, adicionados 100
mL de agua ultrapura fervente e levado para ultrassom por 20 minutos. Apds o
resfriamento a temperatura ambiente, as amostras foram filtradas em papel filtro faixa
preta e levadas para leitura na e-Tongue. A temperatura da sala no momento da
analise estava em 22 °C e com a umidade em 57%. O tempo de aquisicédo de dados
e tempo por analise foram de 120 s e 180 s, respectivamente. Os resultados obtidos
foram convertidos em valores de sabor usando o software AlphaSoft (Versao 2021,

Alpha MOS, Toulouse, Franga).
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3.4 ANALISE POR E-NOSE E GC-MS

Os perfis de aromas foram obtidos em e-Nose (HERACLES II, Alpha MOS,
Toulouse, Franga) integrado com as funcionalidades Flash GC duplo canal, composto
por dois FIDs e utilizando duas colunas, MXT-5 e MXT-1701, ambas com 10 m x 0,18
mm e 1 um de filme. A sequéncia de aquisicao de dados foi realizada alternadamente
com vial vazio como branco de corrida e a leitura foi com amostrador automatico.
Foram testadas as massas de cacau moidoem 0,59, 1 g, 2 g e 3 g para a aquisicao
de dados em e-Nose e avaliadas de acordo com a intensidade dos compostos de
forma a possibilitar maiores replicatas.

O preparo das amostras para e-Nose consistiu em pesar 1 g do p6 de cacau
em um vial de 20 mL, sem utilizagao prévia, e fecha-lo com uma tampa e septo,
também sem utilizacdo prévia. O preparo foi realizado em triplicata. Padrées foram
lidos durante a corrida, de modo a auxiliar no tratamento de dados. O padrao consistia
em faixas de hidrocarbonetos, de C6 a C16 (0,02-53,27 m/m) (Restek), e foi
adicionado ao vial 20 pL. As amostras foram randomizadas antes de leitura no
equipamento, juntamente com os brancos e padroes.

As amostras foram incubadas a 70 °C por 900 s com agitagdo de 500 rpm por
5 s, com 2 s de pausa, para volatilizar os compostos. O tempo de aquisicéo foi de 110
s e as condic¢des utilizadas no método foram volume de injecéo, 500 uL; temperatura
da seringa, 80 °C; temperatura de inje¢ao, 240 °C; gas de arraste (H2) com presséao
constante, 25 kPa; tempo de injecéo, 9 s. Condigdes do trap: temperatura, 40 °C; split
1:10; duragdo do ftrapping, 20 s; temperatura de dessorgao, 250 °C. Forno:
temperatura inicial, 40 °C com taxa de aquecimento de 1 °C/s até 60 °C, depois
alterando para 5 °C/s até 150 °C e, por fim, 2 °C/s até 240 °C, permanecendo 22 s.
Condi¢des dos dois detectores sdo as mesmas: temperatura do detector, 280 °C; gain,
12; offset, 100. Os resultados obtidos foram convertidos em valores de area e tratados
no software AlphaSoft (v. 12.46, Alpha MOS, Toulouse, Francga).

Foi realizado, ainda, analise via cromatografo a gas (7890A, Agilent
Technologies) acoplado com espectrometro de massas (5975C, Agilent Technologies)
do tipo single quadrupolo com o mesmo preparo de amostras descrito para o e-Nose.
Essa analise por GC-MS teve por objetivo auxiliar na identificagdo de compostos das

amostras de cacau, caso fosse necessario.



44

As amostras foram incubadas a 70 °C por 600 s com agitagdo de 500 rpm por
5 s e com 2 s de pausa. A coluna utilizada foi VF-624ms com dimensées 20 m x 0,15
mm x 0,84 ym. O tempo de aquisicio foi de 10 min e as condi¢bes do método foram:
volume de injecdo, 500 pL; temperatura da seringa, 75 °C, temperatura de injecéo,
150 °C; gas de arraste Hélio com fluxo constante de 1 mL/min; modo split 1:50;
configuragdo do forno: temperatura inicial, 35 °C mantida por 3 min, taxa de
aquecimento de 36 °C/min até 190 °C, 20 °C/min até 225 °C. A aquisicao foi realizada
em modo scan, com solvent delay de 0,5 min, temperatura da fonte de 200 °C e do

quadrupolo de 150 °C, com faixa de massa 50-260 m/z.

3.5 ANALISES QUIMIOMETRICAS

O tratamento estatistico foi aplicado em cada técnica analitica individualmente
de forma a caracterizar as amostras de p6 de cacau e, assim, compreender potenciais
marcadores em cada dia da fermentacao. Para vislumbrar os possiveis marcadores,
os dados foram pré-processados. Cada técnica analitica utilizada neste trabalho
demandou de um pré-processamento diferente, de acordo com a especificidade dos
sinais analiticos gerados.

Realizado o pré-processamento, foi aplicada a analise de componentes
principais (PCA). Ao processar os dados com PCA, além de diminuir a
dimensionalidade dos dados, evidenciam-se os sinais analiticos relevantes. Assim, se
torna possivel averiguar quais os compostos quimicos responsaveis pela distribuicao
dos dados em cada tempo de fermentacao e, portanto, auxilia na compreensao das
transformacgdes que ocorrem ao longo do processo fermentativo.

Para a analise em e-Tongue os dados foram pré-processados com
Autoescalamento, que trata todas as variaveis do conjunto de dados com a mesma
importancia. Para isso, subtrai-se o valor médio de uma coluna da matriz por cada
elemento, seguido pela divisdo do resultado pelo desvio padrdao da mesma coluna
(Ferreira, 2015). Tal pré-processamento € relevante para distribuir a importancia de
forma igualitaria para todos os sensores da e-Tongue e, assim, permitir uma melhor
comparagao nas variagdes de sinal em escalas diferentes.

Para a analise em e-Nose, € importante esclarecer alguns pontos referente ao
software do equipamento antes de discutir os resultados. A biblioteca do e-Nose

(AroChemBase, AlphaMOS) contempla uma série de compostos quimicos
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cadastrados com suas notas sensoriais, mas também com a possibilidade de os
usuarios realizarem medi¢cdes e contribuirem nessa base de dados. Os dados da
biblioteca de notas sensoriais sdo organizados de acordo com areas de aplicagéo,
como: meio ambiente, aromas e fragrancias, alimentos, medicina forense, herbicidas,
pesticidas, petroquimicas, farmacéuticas, solventes, sulfurados, sintese e toxicos. A
base de dados, de acordo com o software, possui 43.821 moléculas caracterizadas.
Para tratar os dados, foram selecionadas as bibliotecas de meio ambiente, aroma e
fragrancias e alimentos, devido a compatibilidade com o estudo realizado. Ao filtrar
com essa base de dados, 2.155 compostos sédo caracterizados com notas sensoriais.

As caracterizagdes que o e-Nose realiza baseiam-se nos indices de Kovats.
Os indices de Kovats (RI) sdo calculados para ambas as colunas cromatograficas,
individualmente (MXT-5 e MXT-1701), com base na comparacdo do tempo de
retencdo da banda de interesse e os tempos de retencdo dos hidrocarbonetos mais

proximos da banda (Smith, 1985), de acordo com a Equacgéo 1:

Equacao 1 — Formula matematica para calcular o indice de Kovats.

log(t; — to) — log(t, — to)

RI =100 |n +
lOg(tn+1 - to) - log(tn - tO)

onde ti € o tempo de retengdo da banda de interesse, t, € o tempo de retencéo do
hidrocarboneto anterior a banda de interesse, t:,+1 € 0 tempo de retencédo do préximo
hidrocarboneto da série injetada, fp € o tempo morto da eluigdo cromatografica, e n é
0 numero de carbonos do hidrocarboneto anterior a banda de interesse.

Dessa forma, a biblioteca compara o indice de Kovats calculado com os
existentes no banco de dados, e a partir de determinado desvio em relagao ao valor
encontrado de tolerancia, classifica as provaveis moléculas para a banda de interesse.

Os dados foram organizados da seguinte maneira para iniciar o tratamento
estatistico do e-Nose: foi construida uma tabela contendo as areas das bandas
cromatograficas, considerando apenas os sinais que apareceram em pelo menos
duas das trés replicatas de uma mesma amostra (mesmo tempo de fermentagao). As
amostras foram randomizadas e lidos brancos e padrdes de alcanos durante a
batelada de analise, desta forma pode-se garantir que sinais intermintentes estejam
mais relacionados com sujeiras ou contaminantes das analises do que propriamente

das amostras. As areas das bandas cromatograficas foram agrupadas considerando
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um intervalo de 0,3 segundos, ou seja, bandas cromatograficas dentro da faixa
submetida foram consideradas como o mesmo sinal entre as diferentes amostras. O
valor de 0,3 segundos foi preconizado utilizando-se como base o desvio padréo do
tempo de retengéo da série de alcanos. Por fim, a matriz de dados foi pré-processado
por escalamento de Pareto, que subtrai de cada elemento de uma coluna da matriz a
meédia da respectiva coluna e divide pela raiz quadrada do desvio padrao dessa coluna
(Ferreira, 2015). Em outras palavras, aglomera os sinais com intensidades proximas
do ruido no centro e os sinais mais afastados sdo os mais significativos, ou seja, os
que variam com maior intensidade frente as demais. O escalamento por Pareto
também € visto como um autoescalamento menos suscetivel a outliers, ou seja,
apesar de tentar distribuir a importancia das variaveis de forma igualitaria, caso uma
variavel seja mais proxima do ruido, ela nao tera tanto peso quanto uma variavel com
um sinal facilmente detectado.

Os dados de GC-MS/MS, assim como a e-Tongue, foram pré-processados
com Autoescalamento, pois foi verificada uma separagdo melhor na distribuigdo dos
loadings na PCA, uma vez que por escalamento por Pareto apenas 2-3 variaveis eram
consideradas como mais importantes, dificultando a interpretagdo dos potenciais
marcadores quimicos. As amostras foram randomizadas antes da leitura e foi
considerado como mesmo sinal um desvio de até 0,3 min no sinal analitico, utilizando-
se o valor médio das replicatas das bandas cromatograficas. Além disso, a intensidade
das bandas cromatograficas foi normalizada pelo sinal do padrao interno existente em
cada amostra. Também como feito com o e-Nose, no GC-MS/MS foram considerados
apenas os sinais que apareceram em pelo menos duas das trés replicatas avaliadas.
Foram lidos brancos e padrdes de alcanos para garantir o desempenho do
equipamento e auxiliar na definicdo dos parametros de tratamento estatistico, como
por exemplo o desvio entre replicatas do tempo de retengao para definir qual a melhor
opgao de agrupamento de bandas.

Todos os tratamentos multivariados aplicados neste trabalho, desde o pré-
processamento dos dados, agrupamento das bandas cromatograficas e PCA, foram
realizados em ambiente MATLAB R2018a, com rotinas desenvolvidas pelo préprio

grupo de pesquisa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagao via GC-MS/MS, e-Tongue e e-Nose foram realizadas nas
dependéncias do IST Ambiental (Blumenau) e o tratamento estatistico na UFPR com
o software MATLAB (R2018a).

Os resultados das analises de caracterizacdo sensorial eletrbnica e dos
metabdlitos volateis foram avaliados independentemente para compreender o
comportamento do perfil de compostos ao longo da fermentacdo obtidos pelas
diferentes técnicas. A apresentacao dos resultados foi dividida entre caracterizacao
do sensorial eletrénico por e-Tongue e e-Nose e, por fim, caracterizagdo quimica por
GC-MS.

4.1 CARACTERIZACAO DO SENSORIAL ELETRONICO POR E-TONGUE

A FIGURA 12a apresenta a PCA das projecbes das amostras (scores) e &
possivel observar uma tendéncia no decorrer da fermentacéo até o final do processo.
Na FIGURA 12b podem ser observados os loadings que, nesse caso, Sa0 0S Sensores
do equipamento e s&o os responsaveis pela distribuicdo dos tempos de fermentacao

ao longo da PCA.



FIGURA 12 - PCA DE AMOSTRAS DE CACAU FERMENTADO. DADOS E-TONGUE COM (a)
SCORES (b) LOADINGS.
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A PC1 e a PC2 explicam 74% e 24% da variancia total dos dados,
respectivamente. O primeiro ponto a ser observado € que o inicio da fermentacgéo (Oh)
e o final da fermentagao (144h) sédo diferenciadas pela PC2 (FIGURA 12a). Além
disso, o ponto de Oh & mais influenciado pelos sensores CPS e AHS (sabores
complexos e acidez, respectivamente) que pelos sensores PKS e ANS (sabores
complexos e dogura, respectivamente). Esses quatro sensores se encontram no
mesmo quadrante (FIGURA 12b), o que sugere que em Oh ha, além de sabores
complexos — que nao sao possiveis de identificar com esta técnica — acidez e dogura.
Essa acidez pode ser proveniente do acido citrico, encontrado na polpa do cacau. O
sensor de salgado, CTS, estd no quadrante contrario ao Oh, permitindo uma
interpretacdo de que a composi¢cdo do sabor de Oh é doce. Essa dogura pode ser
representada por acucares simples, como a frutose, sucrose e glicose, o que
justificaria o sensor ANS estar um pouco afastado. Além disso, é possivel observar no
lado negativo da PC2, o sensor SCS, relativo a amargor, indicando que o cacau em
Oh ainda nao apresenta o amargor caracteristico de amostras de cacau (FIGURA
12b).

Em 24h o processo de transformagao do sabor do cacau esta acontecendo e
€ possivel verificar os sensores que outrora estavam no mesmo quadrante, agora se
encontram em quadrantes opostos. Entretanto, como a amostra de 24h ainda se
localiza na parte positiva da PC2 é possivel inferir uma leve influéncia dos sensores
CPS e AHS, relacionados com a complexidade e acidez do sabor. Este resultado
demonstra que, apesar da amostra com 24h de fermentagao ja apresenta um perfil
sensorial distinto da amostra sem fermentacao, ela ainda é a amostra que mais se
assemelha ao grao de cacau puro, como esperado.

Um comportamento similar € mantido até o quarto dia de fermentagcao, 96h,
onde os sensores se encontram contrarios em relagdo a PC1, porém com uma
influéncia contraria ainda maior do que a amostra em 24h para os sensores CPS e
AHS. Este resultado nos leva a inferir que essas amostras sdo as menos acidas,
provavelmente devido ao consumo do acido citrico durante a fermentacéo alcoolica
das bactérias nas etapas iniciais da fermentagdo, como apresentado na FIGURA 3b
(p. 25). Com isso, € possivel resumir que em 24h os sabores presentes ndo sdo doces,
porém levemente acidos. Ja em 48h, 72h e 96h os sabores ndo sao salgados, nao

sdo umami e nem amargos. A limitagao dessa técnica fica evidente em situagdes onde
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0s sensores nao explicam os sabores encontrados, como nos intermediarios da
fermentacao.

Ja em 120h e em 144h, em relacédo a PC1, todos os sensores se encontram
no mesmo lado, sugerindo que as amostras no final da fermentagdo realmente
passam por uma transformacdo em termos de sabor muito complexa e com a
presenca de diversas variagdes sensoriais. Analisando os ultimos dois dias de
fermentacao em relagdo a PC2, verifica-se que as amostras possuem sabores umami,
amargo e salgado.

Na amostra seca, com menor presenga de agua que as demais, € possivel
observar também que em relagdo a PC1 ela esta do mesmo lado que todos os
sensores, demonstrando que ha varios sabores presentes. Em relagdo a PC2, a
amostra seca ¢é influenciada principalmente pelo sensor SCS, caracterizando amargor
e pouca docgura, pois o sensor ANS se encontra no quadrante contrario. Um dos
subprodutos gerados a partir do cacau e com menor manipulagdo sao os nibs, que
apos a secagem sao submetidos a torra e separados da casca. Feito isso, sdo moidos
e estdo prontos para consumo. Os nibs sao caracterizados pela presenca de
antioxidantes, flavonoides, compostos fendlicos (Mudenuti et al., 2021) e sé&o
lembrados pelo seu gosto bastante amargo. Dessa forma, apesar das limitagdes da
técnica, os resultados mostram uma coeréncia no perfil sensorial avaliado, em termos

de sabores.

4.2 CARACTERIZACAO DO SENSORIAL ELETRONICO POR E-NOSE E GC-MS

A caracterizacao do perfil aromatico das amostras de cacau foi realizada em
e-Nose e, visando uma confirmacéo dos dados, foi rodado também em GC-MS, por
headspace. As amostras para analise no GC-MS foram tratadas da mesma forma que
para o e-Nose, pois o intuito de utilizar estes dados foi em carater de comprovacéao e
ja antecipando possiveis limitagbes da técnica de sensorial.

No QUADRO 1 sao apresentados os compostos identificados pelo banco de
dados do e-Nose, AroChemBase, com os filtros das bibliotecas aplicados conforme
explicado anteriormente e com um desvio de até 15 unidades de indice de Kovats em

cada uma das colunas.
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QUADRO 1 - IDENTIFICAGAO DE COMPOSTOS DE AMOSTRAS DE CACAU FERMENTADO E
SEUS RESPECTIVOS AROMAS POR E-NOSE.

Tempo de retencgao (s) Caracterizagao

MXT-5 MXT-1701 Composto Aroma

16,29 19,24 2-propanona Frutado

18,03 19,27 2-propanol Alcodlico

18,04 22,35 2-metdxi propanal Maltado, tostado

20,81 27,89 2-butanona Chocolate, manteiga

20,83 27,90 Propanoato de metila Etéreo, rum

22,40 26,80 Acetato de etila Acido, manteiga, frutado

22,40 29,17 1-butamina Amoniacal

23,77 33,12 2-metil-1-propanol Alcodlico, amargo

26,69 29,12 Acetato de isopropila Etéreo

26,69 35,79 n-butanol Fermentado

30,40 37,56 Pentanal N&o disponivel

31,78 39,63 2-pentanol Frutado, verde, doce,
pungente

35,90 50,93 Propilenoglicol Caramelizado

36,02 43,76 2-metil-1-butanol Manteiga, maltado, balsédmico

48,55 53,68 2-heptanona Frutado, nozes

FONTE: Autora (2024)

Como os indices de Kovats no e-Nose baseiam-se exclusivamente no tempo

de retencao, é corriqueiro a tentativa de confirmacédo dos compostos detectados ao

realizar uma analise por GC-MS. Desta forma, € importante ressaltar que a analise

por GC-MS foi realizada para confirmar os dados do e-Nose ou até mesmo

complementa-los, caso houvesse necessidade. Para a identificacdo dos compostos,

foi utilizado em um primeiro momento o modo Cromatograma total de ions (TIC), onde

sdo avaliados os dados brutos do cromatograma. No QUADRO 2 séo apresentados

os compostos identificados a partir da base de dados do GC, NIST MS Search,

utilizando-se do espectro de massas dos sinais cromatograficos obtidos e

considerando os compostos que apresentassem pelo menos 80% de probabilidade

de acerto, de acordo com a biblioteca.
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QUADRO 2 - IDENTIFICAGAO DE COMPOSTOS POR GC-MS E SEUS RESPECTIVOS AROMAS
POR BANCO DE DADOS DO E-NOSE DE AMOSTRAS DE CACAU FERMENTADO.

Tempo de retengao (s) Caracterizacao
Composto Aroma

2,280 Acetato de metila Frutado, etéreo
3,746 2-butanona Chocolate, manteiga
3,779 Acetato de etila Acido, manteiga, frutado
4,338 2-metil-1-propanol Alcodlico, amargo
4,461 3-metil-butanal Améndoa, frutado
4,544 2-metil-butanal Améndoa, frutado
4,845 2-pentanona Nao disponivel
6,191 Acetato de 3-metil-1-butanol N&o disponivel

FONTE: Autora (2024).

A fim de verificar se os compostos identificados pelo e-Nose realmente
estavam presentes nas amostras de cacau, foi aplicado o modo Cromatograma de
ions extraidos (EIC), que permite selecionar massas de interesse e busca no
cromatograma quais sinais analiticos apresentam estas massas. Aplicando o EIC para
todos os compostos, foi possivel verificar que nem todos anteriormente identificados
pelo e-Nose, foram encontrados pela GC-MS (QUADRO 3).
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QUADRO 3 - IDENTIFICAGAO DE COMPOSTOS POR E-NOSE E GC-MS DE
AMOSTRAS DE CACAU FERMENTADO. COMPARATIVO ENTRE OS METODOS DE

IDENTIFICAGAO.
e-Nose GC-MS
2-propanona 2-propanona
2-propanol Nao identificado
2-metdxi propanal N&o identificado
2-butanona 2-butanona
Propanoato de metila Nao identificado
Acetato de etila Acetato de etila
1-butanamina 3-metil-1-butanamina
2-metil-1-propanol 2-metil-1-propanol
Acetato de isopropila Acetato de isopropila
n-butanol 2-butanol
Pentanal 3-metil-butanal; butanal; 2-metoxi butanal
2-pentanol 2-pentanol
1,2-propandiol 1,3-propandiol
2-metil-1-butanol 2-metil-1-butanol
2-heptanona Furfural

FONTE: Autora (2024).

Uma possivel justificativa para essa diferenca de compostos identificados é
que o método de injecdo por headspace via GC-MS ndo ha uma etapa de
concentracao da amostra como no e-Nose. Enquanto que, no e-Nose as amostras
apos serem incubadas passam por um concentrador (trap) e, no GC-MS as amostras
seguem direto para a coluna. Além disso, outra justificativa esta na faixa de massas
utilizada para a analise em GC-MS: m/z 50-260, o que dificulta encontrar com garantia
compostos onde os ions-base sdo abaixo da m/z de 50, como os alcoois, aldeidos e
ésteres identificados no e-Nose. Além disso, alguns compostos sao isémeros dos
outros ou com o indice de Kovats muito semelhante, como por exemplo, a 2-
heptanona (RI: 871) e o furfural (RI: 831), e podem acabar sendo identificados de
maneira equivocada. Nesse caso, os aromas de ambos compostos apresentam notas

de améndoas e nozes.
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Com essa caracterizagao, é possivel entender um pouco sobre os compostos
presentes no cacau durante o processo fermentativo, mas agora serao discutidos os
dados individualmente do e-Nose, de forma a possibilitar a compreensdo de
marcadores de cada dia de fermentacdo e como os aromas sao transformados.

Como falado anteriormente, o e-Nose utiliza duas colunas para cada analise e,
por essa razéo, os dados de cada coluna serdao mostrados em figuras diferentes. A
FIGURA 13 (a) apresenta os resultados obtidos e tratados por PCA para a coluna
MXT-5 em relacdo aos tempos de fermentacdo e em (b) sdo apresentados os
loadings, que nesse caso sao os tempos de retengdo dos compostos responsaveis

pela distribuicdo dos tempos de fermentacido na PCA.

FIGURA 13 — PCA DOS DADOS DE E-NOSE COM COLUNA MXT-5 (a) TEMPOS DE
FERMENTAGCAO DO CACAU (b) TEMPO DE RETENGCAO DOS PICOS RESPONSAVEIS PELOS
AGRUPAMENTOS.
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A PC1 explica 51,86% da variancia total, enquanto a PC2 explica 35,55%. Ao
observar a distribuicao dos tempos de fermentagcado na FIGURA 13a, é possivel notar
que trés grupos de amostras na PC1, sendo o primeiro grupo referente a amostra de
Oh, o segundo grupo as amostras de 24h e 48h, e o terceiro grupo com as demais. Os
compostos responsaveis por essa diferenciacdo sao os que eluiram em 13,57 s para
Oh e 13,2775 s para 24h e 48h (FIGURA 13b). Ao tentar identificar estes dois
compostos na biblioteca do e-Nose, a fim de entender quais caracteristicas aromaticas
eles trazem para as amostras, so foi possivel de encontra-los a partir do indice de
Kovats para a MXT-5, ndo avaliando simultaneamente os dados com a MXT-1701. O
composto identificado foi o formiato de metilo, muito utilizado em composicdes de
fungicidas, fumigantes e larvicidas (Pubchem, s.d.) e, apesar de a PCA diferir os dois
tempos, € a mesma substancia.

Na FIGURA 14a sao apresentados os resultados obtidos e tratados por PCA
para a coluna MXT-1701 em relacdo aos tempos de fermentacédo e na FIGURA 14b
sao apresentados os loadings, que nesse caso também sao os tempos de retengao

dos compostos responsaveis pela distribuigdo das amostras na PCA.



FIGURA 14 - PCA DOS DADOS E-NOSE COM COLUNA MXT-1701 (a) TEMPOS DE
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FERMENTAGAO DO CACAU (b) TEMPO DE RETENGCAO DOS PICOS RESPONSAVEIS PELOS
AGRUPAMENTOS.
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A PC1 e a PC2 explicaram 53,19% e 40,19% da variancia total,
respectivamente (FIGURA 14). Observa-se um comportamento muito similar ao
apresentado na FIGURA 13 para a coluna MXT-5, demonstrando coeréncia entre os
resultados. Na FIGURA 14a é notavel que a PC1 diferencia os dados do tempo Oh,
24h e 48h dos demais tempos e que os responsaveis por essa diferenciagao sdo os
compostos que eluem em 17,4675 s para Oh e 17,275 para 24h e 48h, conforme
apresentado na FIGURA 14b. Estes compostos, conforme falado anteriormente, nao
estdo disponiveis no banco de dados da coluna MXT-1701 e, por isso, foi levado em
consideracgao os resultados apenas da MXT-5. Ambos os compostos que eluiram em
17 s, sao identificados como os mesmos que eluiram em 13 s na MXT-5 e, portanto,
identificado como formiato de metilo.

Os demais tempos de fermentacdo se aglomeraram e, da maneira que 0s
dados estao distribuidos, ndo é possivel compreendé-los. Por isso, foram excluidos
os marcadores de Oh, 24h e 48h (13,57 s e 13,2775 s) e reanalisados os dados para
melhor compreender outros marcadores dos tempos de fermentagdo. Como ja foi
observada uma limitagdo quanto a biblioteca da coluna MXT-1701, os dados
reanalisados serdo apresentados apenas da coluna MXT-5 que também retrata o
comportamento dos sinais na outra coluna. A FIGURA 15 apresenta a PCA sem os
marcadores nos (a) tempos de fermentagcédo e (b) com os sinais responsaveis pela

distribuicdo dos dados.



FIGURA 15 — PCA DADOS E-NOSE COM COLUNA MXT-5 RETIRANDO OS MARCADORES
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A partir da FIGURA 15a é possivel observar que com a nova distribuicao dos
dados, a PC1 diferencia basicamente o ponto em 48h dos demais, enquanto que com
a PC2 a diferenciag&o ocorre para os dados de Oh e 24h no lado negativo da PC2 e
72h no lado positivo da PC2. Além disso, € possivel observar que apenas
considerando o perfil de aromas detectados pelo e-Nose, as amostras em 96h, 120h
e 144h apresentam sinais quimicos muito semelhantes entre si, e também préximo ao
perfil sensorial do produto final na forma seca. Este tipo de informagdo, sem a
comparacao dos dados da e-Tongue, poderia levar a uma interpretacao e errbnea ao
se considerar que o processo de fermentacdo do cacau atingiu um patamar de
estabilidade apds 96h. Demonstrando a importancia de uma analise complementar
para a melhor compreensao de um espectro complexo como o sabor de um alimento.

A PC1 explica 53,67% da variancia total, enquanto que a PC2 explica 22,63%.
Os sinais analiticos responsaveis pela distribuicdo dos dados foram considerados os
marcadores dos seus respectivos tempos. Assim, para Oh e 24h, que se encontram
bem préximos, os marcadores sao os tempos de retencao (s) 35,865, 18,0025 e
23,7575, respectivamente. Para o tempo de 48h, 92,315, 104,2075 e 101,885; para
72h, 82,12; por fim, para 96h, 120h, 144h e a amostra seca, 16,275, 14,6067, 83,66 e
31,8675 (FIGURA 15b).

Os tempos de retengao foram utilizados para a identificacdo destes compostos
e, em um primeiro momento, foram avaliados os compostos que ja haviam sido
identificados previamente na etapa de caracterizagao por e-Nose. Para os compostos
que nao foram identificados desta forma, foi realizada uma busca no banco de dados
do e-Nose a partir do indice de Kovats que o software disponibiliza para cada sinal
analitico para a coluna MXT-5. A busca foi realizada com um desvio de até 15
unidades no indice e a prioridade foi para os compostos que apresentavam um desvio
menor € que no banco de dados houvesse as notas aromaticas. Os compostos que
ainda assim nao foram identificados, seguiram para a identificacdo na base de dados
Flavornet, também a partir do indice de Kovats. Os tempos de retengcao 101,885 s,
marcador de 48h, 82,12 s, marcador de 72h e 16,275 s um dos marcadores de 96h,
120h e 144h nao foram identificados.

Os compostos identificados sao apresentados no QUADRO 4, com o tempo de
fermentacao, tempo de retencéo, indice de Kovats, nome, notas aromaticas e o banco

de dados utilizado para a identificagéo.
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QUADRO 4 - MARCADORES DA CARACTERIZAGAO POR E-NOSE DO PROCESSO
FERMENTATIVO DO CACAU EM CADA DIA DE FERMENTAGAO.

Ttermentagzo RT RI Nome Aromas Fonte

0 e 24h 18,0025 516 2-Propanol Alcodlico, etéreo 1

0 e 24h 23,757 626 | 2-metil-1-propanol | Alcodlico, amargo 1

0 e 24h 35,865 7410 Propilenoglicol Caramelizado 1
48h 92,315 1542 Nerolidol Amadeirado, floral, 2

cera

48h 101,885 | 1598 N&o identificado - -

48h 104,2075 | 1718 | d-Dodecalactone Frutado, doce 1
72h 82,12 1399 N&o identificado - -
96h ao seco 14,6067 420 Etanal Pungente, amargo 2
96h ao seco 16,275 469 N&o identificado - -
96h ao seco | 31,8675 665 2-metil-butanal Améndoa, cacau, 1

malte, sabor forte
96h ao seco 83,66 1411 Vanilina Baunilha 2

Legenda: 1 — AroChemBase; 2 — Flavornet
FONTE: Autora (2024).

Com base nos dados apresentados acima, é possivel notar que no inicio da
fermentacao, nas primeiras 24h, os principais aromas detectados sdo os alcodlicos,
com notas de aromas etéreos e amargos. Na fase anaerdbica da fermentagéo sao
produzidos alguns alcoois e ésteres que contribuem na formacédo de precursores
aromaticos do chocolate (Chagas Junior et al., 2022; Konagano et al., 2022; Figueroa-
Hernandez et al., 2019; Crafack et al., 2014), o que justifica a presenca de, nesse
tempo inicial de fermentacdo, serem encontrados aromas alcodlicos como
marcadores. Também foi encontrado o composto propilenoglicol, responsavel por um
aroma caramelizado e pode-se interpretar até mesmo como doce, em concordancia
com os dados ja demonstrados pela e-Tongue.

O tempo de fermentacao de 48h demonstrou que, a partir desse momento, as
transformagcdes aromaticas se iniciam com a presenca de compostos que sao
caracterizados pelos aromas frutados e doces. Um dos marcadores das 48h, o
Nerolidol, também foi relatado neste mesmo tempo de fermentacao por Bastos (2016)

por uma caracterizagao via GC-MS. Ja a partir das 96h € o ponto em que as
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transformacgdes aromaticas que ocorrem sao todas lineares até o final da fermentagao
e, exatamente por isso, os tempos finais da fermentacédo se encontraram muito
proximos uns dos outros na PCA. As notas aromaticas sdo mais complexas no final
da fermentacéo, caracterizada pela presenca de aromas como o de améndoas, cacau,
baunilha, amargo, pungente e maltado. Fonseca (2023) inferiu os aromas a partir dos
micro-organismos identificados pelas analises de proteémica das mesmas amostras
de po de cacau utilizados nas caracterizagbes deste trabalho. As leveduras
identificadas e que a autora destaca como precursores de notas finas em chocolates
foram Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida e Pichia. Os aromas relacionados a
estas leveduras sdo os aromas frutados, doces, alcéolicos (vinho e vinagre), maltados,
amargos, adstringente, acido e rancoso. Estes aromas descritos estdo em
concordancia com alguns dos aromas apresentados no QUADRO 4, demonstrando
coeréncia com os resultados de protedbmica.

Os resultados obtidos em e-Nose do tempo de 96h em diante corroboram com
os dados de e-Tongue, que também foram observadas transformagdes complexas em
termos de sabor e, ao final da fermentagéo, prevaleceram as notas de amargor e
pouca dogura. Bastos (2016) também relatou em seu trabalho o 3-metil-butanal —
isémero do 2-metil-butanal — nas amostras finais da fermentagdo. Assim, & possivel
compreender que as alteragdes em termos de sabor do cacau fermentado se iniciam
a partir das 24h, mas sao mais intensas a partir das 120h de fermentacéo, enquanto
que para o aroma as alteragdes mais complexas se iniciam antes, a partir das 48h.
Essa diferenga pode ser explicada, pois os precursores de aroma, os alcoois, sofrem
de forma mais rapida a degradacao a outros compostos aromaticos, como os aldeidos

que estdo presentes ao fim da fermentacao.
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4.3 CARACTERIZAGCAO QUIMICA POR GC-SPME-MS

Com o intuito de compreender os metabdlitos volateis durante o processo
fermentativo, foi realizada analise por GC-MS/MS com a técnica de injecdo por SPME-
HS, a fim de trazer maior sensibilidade a analise e possibilitar uma visualizacdo dos
compostos presentes durante a fermentagéo dos gréos de cacau. Ao utilizar a SPME,
os resultados demonstraram um conjunto maior de volateis detectados (APENDICE 1
a 8) totalizando 178 compostos e, destes, 60 compostos estao presentes em mais de
um tempo de fermentagéo.

A identificacdo dos compostos volateis por GC-SPME-MS foi realizada pelo
programa UnkownsAnalysis (v. 10.0, Agilent Technologies) para todas as amostras
de cacau fermentado. Esse programa analisa o cromatograma da amostra e, a partir
do espectro de massas obtido para cada sinal cromatografico, sugere possibilidades
de compostos que possuem fragmentacao similar. Essa comparagao de espectros de
massas € realizada a partir da NIST e, para as amostras deste estudo, foram
subtraidos os sinais cromatograficos obtidos nos brancos, de forma a evitar que,
eventualmente, a fibora ou a coluna interfiram nos resultados. Os compostos
identificados pelo programa foram aceitos desde que tivessem uma probabilidade de
acerto (match factor) igual ou superior a 80%.

Na FIGURA 16 sao apresentados os dados obtidos da analise de GC-SPME-
MS aplicando a PCA para visualizar os compostos marcadores dos tempos da
fermentacao, separados de acordo com os tempos de fermentacdo das amostras de
cacau analisadas (FIGURA 16a) e o tempo de retencédo dos sinais cromatograficos

que diferenciou cada tempo de fermentacéo (FIGURA 16b).
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FIGURA 16 — PCA DOS DADOS DE GC-SPME-MS. (a) TEMPOS DE FERMENTAGAO DO CACAU

(b) TEMPO DE RETENGAO DOS PICOS RESPONSAVEIS PELOS AGRUPAMENTOS.
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A partir das figuras apresentadas (FIGURA 16a e b), é notavel que foram
necessarias 3 PCs para que os dados fossem suficientemente explicados
estatisticamente. De acordo com a PC1, é possivel distinguir os tempos de 72h e a
amostra seca das amostras nos tempos de Oh e 144h. Com a PC2, é possivel
distinguir os tempos 0h, 24h, 48h e a amostra seca da amostra de 96h. Por fim, a PC3
diferencia os dados dos tempos Oh e da amostra seca da amostra no tempo de 120h.
Desta forma pode-se inferir que o processo fermentativo se deu iniciando nos lados
negativos da PC1 e PC2, mas positivo da PC3 com a amostra de Oh. Seguido pela
diminuicao dos valores negativos das PC1 e PC2, e positivo da PC3 para as amostras
com 24 e 48h. Em seguida, as amostras de 72h e 96h apresentaram valores positivos
das PC1 e PC2 e negativo para a PC3, sendo a amostra de 96h com valores ainda
mais positivos para PC2 do que a amostra com 72h, mas com PC1 proximo a 0. As
amostras nas etapas finais da fermentagao, 120h e 144h, apresentaram-se ainda mais
negativas para PC3 do que as amostras com 72h e 96h. Sendo que a amostra de
120h quase nao tem influéncia das demais PCs (préximo a 0) e a amostra com 144h
tem influéncia negativa da PC2 e proximo a 0 para a PC1. Por fim, a amostra seca se
mostrou bastante distante das demais amostras e, portanto, com um perfil quimico
bem diferente das demais, apresentado um valor positivo na PC1 e PC3, mas negativo
na PC2.

Os sinais analiticos que distribuem os tempos de fermentacéo ao longo da PCA
foram considerados os marcadores de cada tempo. A identificacdo dos marcadores
de cada tempo de fermentacao foi realizada a partir dos tempos de retencédo dos
compostos em uma busca na NIST MS Search, de acordo com os espectros de
massas dos sinais analiticos. Além disso, foram estipulados até 5 compostos por cada
tempo de fermentacédo para seguir com a identificagdo, uma vez que o grafico de
loadings (FIGURA 16b) demonstra uma quantidade alta de dados devido a utilizagao
de autoescalamento como pré-processamento. Os tempos de retencado selecionados
para a amostra de Oh foram 8,474, 3,575, 9,074, 6,409 e 3,379; para 24h os tempos
de 8,937 e 3,311; para 48h o tempo de 9,244; para 72h os tempos de 6,102, 6,262,
6,201, 4,415 e 12,334, para 96h os tempos de 3,829 e 5,477; para 120h os tempos de
5,074, 11,138, 8,107 e 11,695; para 144h os tempos de 4,484, 7,845, 7,157; por fim,

na amostra seca, os tempos selecionados foram 6,826, 4,166, 6,370 e 5,599.
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No QUADRO 5 sao apresentados os compostos identificados a partir dos

tempos de retengdo mencionados acima com match factor igual ou superior a 80%.

QUADRO 5 - COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-MS COMO MARCADORES DURANTE O
PROCESSO FERMENTATIVO DO CACAU.

Tempo de Tempo de Composto identificado Match | Férmula
fermentacao | retencé&o (min) Factor | molecular
Oh 8,474 2,2-dimetil-butano 84,7% | CesH14
Oh 3,575 3-metil-4-penten-2-ol 82,2% | CesH120
Oh 9,074 2-fenil-2-butenal 95,2% | C10H100
Oh 6,409 Fenilglioxal 97,8% | CsHeO2
Oh 3,379 3-metil-1-butanol 94,8% | CsH120
24h 8,937 Acetato de 2-feniletil 95,6% | C10H1002
24h 3,311 1-Pentanol 95,6% | CsH120
48h 9,244 Nao identificado
72h 6,102 Acetato de Etila 84,5% | CsHsO2
72h 6,262 N&o identificado
72h 6,201 4-Hidroxi-2-butanona 83,9% | C4HsO2
72h 4,415 2,3-Butanodiol 95,1% | CaH1002
72h 12,334 N&o identificado
96h 3,829 Propilenoglicol 93,7% | CsHsO2
96h 5,477 Acetato de 3-metil-1-butanol | 91,4% | C7H1402
120h 5,0741 Isobutil lactato 82,7% | CrH1403
120h 11,138 Hexadecano 94% CieHas
120h 8,1071 N&o identificado
120h 11,695 2-butil-1-octanol 92,3% | C12H260
144h 4,484 3-metil-butanal 96,9% | CsH100
144h 7,845 Alcool fenetilico 94,4% | CsH100
144h 7,1571 Alcool benzilico 97,6% | CrHsO
Seca 6,826 Trimetilpirazina 95,1% | CrzH10N2
Seca 4,166 N&o identificado
Seca 6,37 Acido 2-etil-butandico 83,1% | CsH1202
Seca 5,599 Acido 2-metil-butanéico 92,1% | CsH1002

Fonte: Autora (2024).
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Os dados apresentados acima estdo similares com o mostrado no QUADRO
4 na caracterizagado por e-Nose dos marcadores e também na FIGURA 3b, onde é
possivel notar que o inicio da fermentacao é definido pela presenca de alcoois e, no
decorrer, sdo gerados alguns produtos de oxidagéo destes alcoois como os aldeidos,
acetatos e cetonas. No final da fermentagcao ha a presenca de alcoois superiores e 0s
acidos organicos, completando o processo de oxidagado, e também a presenca de
pirazinas. O meio da fermentagdo é marcado pela presenca de ésteres, além das
cetonas e acetatos ja mencionados, que sdo compostos que estdao presentes no
metabolismo secundario intracelular das leveduras durante a fermentacao alcdolica,
sendo os produtos das reacdes enzimaticas entre seus acidos e alcoois
correspondentes (Bastos, 2016).

Diferentemente dos marcadores demonstrados pela caracterizagao por e-
Nose, os metabdlitos considerados marcadores do processo fermentativo, quando se
avalia o final da fermentacdo pela caracterizacdo via GC-MS/MS com o modo de
injecao por SPME, estdo em maior quantidade. Além disso, esses compostos também
foram suficientes para separar os tempos de 96h, 120h, 144h e das amostras secas
entre si. Apesar do e-Nose possuir um trap que pode auxiliar na concentragédo dos
compostos volateis conforme discutido anteriormente, os resultados de GC-SPME-MS
demonstraram que, se tratando de uma injegdo com fibra, a sensibilidade da extragao
foi mais favorecida, o que possibilitou a extracdo de maiores grupos de volateis nas
etapas finais da fermentacao.

Os alcoois foram identificados ndo sé no inicio da fermentagao, mas ao longo
de todo o processo fermentativo (APENDICE 1 a 8) e demonstraram que a presenca
de leveduras resulta na produgao deste grupo de compostos. Ho, Zhao e Fleet (2014),
avaliaram a fermentagao dos graos de cacau com e sem a presencga de leveduras e
concluiu que a producéao de alcoois superiores e ésteres sdo exclusivamente geradas
a partir das leveduras, o que justifica a presenga dos alcoois durante todo o processo
fermentativo. As leveduras, por sua vez, foram avaliadas no trabalho de Fonseca
(2023), onde foi possivel notar que espécies de género Saccharomyces sao as
majoritarias nos tempos de 24h, 48h, 96h e 120h de fermentagdo, mas também
marcam presenga nos tempos de 72h, 144h e na amostra de cacau seca. Os
compostos 3-metil-1-butanol, alcool fenetilico e alcool benzilico, marcadores do tempo
de Oh e 144h, também foram relatados por Rodriguez-Campos et al. (2011), Bastos
(2016), Hamdouche et al. (2019) e Schwan e Wheals (2004) em seus trabalhos, e o



67

2,3-butanodiol nos trabalhos de Rodriguez-Campos et al. (2011), Hamdouche et al.
(2019) e de Schwan e Wheals (2004), os quais relacionaram os alcoois mencionados
com produtos de cacau com qualidade elevada em termos de sabor e aroma. O 1-
pentanol também foi identificado no trabalho de Rodriguez-Campos et al. (2011) e
Bastos (2016), e o 2-butil-1-octanol apesar de nao ter sido relatado em trabalhos, teve
compostos similares detectados em outros trabalhos. Bastos et al. (2019) identificou
o 2-octanol, que foi relacionado como off-flavor.

Os ésteres foram detectados ja na amostra de cacau fermentado em Oh
(APENDICE 1) e se encontram no decorrer de todo o processo fermentativo. Os
ésteres que foram classificados como marcadores foram acetato de 2-feniletil para
24h, acetato de etila para 72h, acetato de 3-metil-1-butanol para 96h e isobutil lactato
para 120h. Os ésteres acetato de 2-feniletil e acetato de 3-metil-1-butanol (ou
isoamilico) foram caracterizados nos trabalhos de Bastos (2016), Hamdouche et al.
(2019) e Rodriguez-Campos et al. (2011), o acetato de etila foi identificado no trabalho
de Rodriguez-Campos et al. (2011) e Hamdouche et al. (2019) e o isobutil acetato ndo
foi identificado em nenhum trabalho, mas Rodriguez-Campos et al. (2012) encontrou
em sua caracterizagado metil lactato e etil lactato, que conferem notas frutadas aos
graos de cacau. O acetato de etila é produto da esterificacdo do acido acético e do
etanol (Hamdouche et al., 2019), o que sugere que estes precursores estavam
presentes nos dias anteriores de fermentac&o. Esteres, em geral, sdo compostos que
influenciam fortemente o sabor e o aroma do produto final e sdo caracterizados por
possuir notas frutadas, além de serem o segundo grupo mais importante em termos
de compostos volateis nos graos de cacau torrado (Jinap et al., 1998; Aculey et al.,
2010).

Os aldeidos comegam a aparecer da metade para final da fermentagao
(APENDICE 5 a 8) e, como marcador, apenas em 144h como 3-metil-butanal. Esse
composto ja foi relatado em alguns estudos (Hamdouche et al., 2019; Rodriguez-
Campos et al., 2012; Aculey et al., 2010; Bastos, 2016). Os isbmeros 2/3-metil-butanal
sdo bem relatados apods a torrefagdo, devido a degradacédo de Strecker — onde
aminoacidos sdo degradados a aldeidos (Shibao; Bastos, 2011) pela exposi¢ao a alta
temperatura — e € uma das fontes importantes destes compostos no cacau.
Entretanto, como os gréos avaliados ndo passaram pelo processo de torrefagéo,
sugere-se que estes aldeidos tenham sido originarios a partir dos micro-organismos,

visto que bactérias laticas podem converter isoleucina em 2-metil-butanal e leucina
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em 3-metil-butanal (Aculey et al., 2010). Os isbmeros 2/3-metil-butanal foram descritos
com caracteristicas fortes de chocolate em termos de aromas ativos (Afoakwa et al.,
2008), o que demonstra coeréncia com o identificado pelo e-Nose e apresentado no
QUADRO 4. O aldeido marcador do tempo de Oh, 2-fenil-2-butenal, assim como
alguns alcoois, € um metabdlito produzido pelo género Saccharomyces presentes na
fermentacao.

As cetonas, assim como os aldeidos, estao presentes da metade do processo
fermentativo para o final. Elas comecam a aparecer a partir das 72h de fermentagao
(APENDICE 4 a 8) e, como marcador, no tempo de 72h com a presenca da 4-hidroxi-
2-butanona. Apesar desse composto nao ter sido relatado antes, Afoakwa et al. (2008)
encontraram uma cetona semelhante, a 2,3-butadiona que contribui com um sensorial
amanteigado. As cetonas sido correlacionadas com produtos de cacaus de alta
qualidade por trazer notas sensoriais de frutado e floral (Bastos et al., 2019).

Acidos organicos aparecem como marcadores nas amostras de grdos de
cacau secos como acido 2-etil-butandico e 2-metil-butandico. O acido 2-metil-
butandico foi descrito no estudo de Frauendorfer e Schieberle (2006) como odores
ativos nos pos de cacau avaliados. Nao foram encontrados estudos onde o acido 2-
etil-butandico foi caracterizado. Rodriguez-Campos et al. (2012) identificaram o acido
butirico, ou butandico, como um off-flavor em seu trabalho devido a fermentacao
realizada em 8 dias, sugerindo que o tempo de fermentagao diminua para 6 dias a fim
de evitar a formacao deste composto. Essenciais para corrigir o equilibrio dos sabores,
os acidos organicos apenas causam problemas ao sensorial quando estado fora da
concentragdo ideal (Holm et al., 1993).

As pirazinas sao os grupos de compostos aromaticos mais importantes no
cacau e a maior parte delas sao formadas durante a torrefagdo (Aculey et al., 2010).
Todavia, ja foram caracterizadas pirazinas durante o processo fermentativo, e sugere-
se que ocorra pela atividade enzimatica (Aculey et al., 2010). A pirazina indicada como
marcador na amostra de cacau seca, trimetilpirazina, foi relatada em diversos estudos
(Aculey et al., 2010; Rodriguez-Campos et al., 2012; Jinap et al., 1998; Frauendorfer;
Schieberle, 2006) e, apesar de se saber que a tetrametilpirazina € um produto do
metabolismo de Bacillus subtilis (Aculey et al., 2010) ainda n&o ha relatos acerca dos
micro-organismos precursores da trimetilpirazina. De acordo com Rodriguez-Campos
et al. (2012), as pirazinas conferem aos grdaos de cacau aromas como caramelo,

cacau, torrado, doce e achocolatado e, dessa forma, pode-se compreender por que
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sdo atributos sensoriais importantes para se estar presente no produto final. No
APENDICE 8 pode-se observar a presenca de outras pirazinas na caracterizacdo das
amostras de cacau secas, o que demonstra que as amostras de cacau no final da
fermentagao estdo com o sensorial marcado pela presenca de compostos atrelados a
qualidade.

O composto hexadecano, um dos marcadores do tempo de 120h, foi relatado
no trabalho de Bastos et al. (2019) como um off-flavor por se tratar de um alcano,
como é o caso também do 2,2-dimetil-butano. Como estes compostos foram no inicio
da fermentacdo e em 120h, ndo deve ser alarmante sua presencga, visto que na
amostra seca ja ndo € mais detectado — provavelmente por serem compostos volateis.
Os outros compostos identificados como marcadores nao foram relatados em outros
trabalhos. De forma a verificar se estes marcadores sado inerentes ao processo
produtivo avaliado, novas analises devem ser realizadas.

No APENDICE 6 s&o observados alguns compostos do grupo de terpenos: D-
limoneno, p-Cimeno e o linalol. Os terpenos sao conhecidos por conferirem notas
florais e muitas vezes relacionados com cacaus do tipo fino, pelo seu impacto positivo
no aroma (Bastos, 2016). Nas amostras de cacau do ultimo dia de fermentac&o
(APENDICE 7) j& ndo s&o mais detectados esses compostos, e Bastos (2016) relatou
0 mesmo comportamento para o linalol. Caso seja de interesse manter essas notas,
deve-se estudar a possibilidade de diminuir o tempo de fermentacao das sementes de

cacau ou alterar o processo de secagem dos graos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo contribuiu para avaliacdo do processo fermentativo em
termos das mudangas sensoriais no que diz respeito a sabor e aroma por técnicas
eletrébnicas de forma inédita. Além disso, também foram avaliados os metabdlitos
volateis com a utilizacdo de GC-SPME-MS, entendendo as variacbes dos compostos
durante a fermentacgao.

As alteragdes de sabor, de acordo com o analisado, se iniciam ja nas primeiras
24h de fermentacdo, mas sdo mais intensas a partir das 120h. As alteracdes de
aroma, por sua vez, sdo mais complexas a partir das 48h. Acredita-se que essa
diferenca entre as transformacgdes observadas no sabor para o observado no aroma
seja em decorréncia de que os precursores de aroma, os alcoois, se oxidam de
maneira mais rapida. A combinagdo das duas técnicas sensoriais € extremamente
relevante, visto que, se avaliadas separadamente poderiam nos levar a pensar que as
transformacgdes sensoriais ocorrem nas primeiras 48h, quando isso acontece apenas
para o e-Nose.

Além disso, foi possivel caracterizar os compostos volateis todos os dias do
processo fermentativo, podendo ser observada como cada grupo de compostos
contribui positiva ou negativamente para o sensorial do grdo de cacau no ultimo dia
de fermentagcdo e quais os compostos que caracterizam cada dia do processo
fermentativo.

A caracterizagdo avaliada pelas diferentes técnicas traz informagdes
importantes sobre o processo fermentativo, possibilitando a tomada de decisao frente
a identificacao de compostos que oferecem atributos sensoriais interessantes para a
producao de cacaus finos e, contribuindo assim, para discussdes do terroir do cacau.
Recomenda-se que novos trabalhos sejam realizados a fim de determinar se os
marcadores encontrados para essa regido de cultivo representam o perfil do cacau
analisado e que novos estudos com técnicas sensoriais eletrénicas sejam realizados

a fim de possibilitar uma compreensdo melhor acerca do sensorial do cacau.
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APENDICE 1 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-SPME-MS NO TEMPO
OH DE FERMENTAGAO

RT

2.1060
2.6046
3.2277
3.3869
3.3877
3.5377
3.7185
4.1779
4.1872
4.1874
4.4655
4.6547
4.7644
5.1396

5.1905
5.4735
5.5052
5.7597
6.4026
6.7893
6.8966
6.9972
7.0344

7.0714
7.1717
7.3161
7.3162
7.3691

7.4297
7.6209
7.8584

8.2304
8.2507
8.2896

8.3304
8.4020

Compound Name

Pentanal

(R)-(-)-2-Pentanol

Acetic acid

1-Butanol, 3-methyl-
2-Oxetanone, 4-methylene-
4-Penten-2-ol, 3-methyl
2-Butanol, 3-methyl-
Propane, 2-fluoro-
Propylene Glycol
(S)-(+)-1,2-Propanediol
Tetrachloroethylene

2,3-Butanediol
2,3-Butanediol

1-Butanamine, 3-methyl-
Furan-2-carbonyl chloride,

tetrahydro-

1-Butanol, 3-methyl-, acetate

Chlorine

2-Hexanol, 5-methyl-

Phenylglyoxal

Hexanoic acid, ethyl ester
1,4-Dichlorobenzene-D4
Pentane, 2-methyl-
Dicumyl peroxide
Cyclobutane, 1,3-
diisopropenyl-, trans

Benzyl alcohol

Hexane, 2,3,4-trimethyl-
Heptane, 2,4-dimethyl-
3-Ethyl-3-methylheptane
3-(Benzoylthio)-2-
methylpropanoic acid
Pyrazine, tetramethyl-
Phenylethyl Alcohol
Carbamic acid, methyl-, 3-
methylphenyl ester

Octanoic acid

Benzoic acid, ethyl ester
Butanedioic acid, diethyl

ester

Naphthalene-D8

Match
Factor

80.21
90.83
99.66
94.75
87.12
82.20
91.08
84.42
89.53
90.85
84.79
96.52
95.76
82.57

82.86
93.91
83.00
85.06
97.84
80.50
93.35
90.28
80.59

80.65
97.80
80.46
80.21
81.95

84.92
82.17
94.64

81.98
86.93
91.69

93.73
95.54

Formula

C5H100
C5H120
C2H402
C5H120
C4H402
C6H120
C5H120
C3H7F
C3H802
C3H802
c2cl4
C4H1002
C4H1002
C5H13N

C5H7CIO2
C7H1402
Cl2
C7H160
C8H602
C8H1602
c6D4cCI2
C6H14
C18H2202

C10H16
C7H80
C9H20
C9H20

C10H22

CAS#

110-62-3
31087-44-2
64-19-7
123-51-3
674-82-8
1569-59-1
598-75-4
420-26-8
57-55-6
4254-15-3
127-18-4
513-85-9
513-85-9
107-85-7

52449-98-6
123-92-2
7782-50-5
627-59-8
1074-12-0
123-66-0
3855-82-1
107-83-5
80-43-3
1000152-
89-6
100-51-6
921-47-1
2213-23-2
17302-01-1

C11H1203S 67714-34-5

C8H12N2
C8H100

CO9H11NO2
C8H1602
C9H1002

C8H1404
C10D8

1124-11-4
60-12-8

1129-41-5
124-07-2
93-89-0

123-25-1
1146-65-2

Component
Area

7386278.77
19243280.92
264899683.5
53282858.71
10647627.54

1314761.5
19673111.64
622558.5127
5325733.607
5610077.724
1291279.145
114912117.5
42456783.11
251492.4887

690601.7209
17206055.89
3000329.455
3051024.929
66147328.04
3666435.669
33063526.64
334989.7419
452608.8161

848536.3169
32444597.49
1303040.279
1364952.926
213267.0529

3622995.31
1308318.551
347390702.6

1166062.7
809932.1438
2292941.685

10968154.33
28755425.02
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8.4534 Octanoic acid, ethyl ester  88.75 C10H2002 106-32-1 13442813.44

8.4729 Butane, 2,2-dimethyl 84.70 C6H14 75-83-2 1092610.3
8.4926 Methyl salicylate 80.02 C8H803 119-36-8 768380.2888
8.6976 Furan, 3-phenyl- 87.04  C10H8O 13679-41-9  522093.2123
Benzeneacetic acid, ethyl
8.8442 ester 81.23 C10H1202 101-97-3 2491288.334
Benzene, 1,3-bis(1,1-
8.9178 dimethylethyl)- 85.14 C14H22 1014-60-4 2450542.394
Acetic acid, 2-phenylethyl
8.9349 ester 95.64 C10H1202 103-45-7 10962429.07
Benzoic acid, 2-hydroxy-,
9.0580 ethyl ester 85.78 C9H1003 118-61-6 3884003.548
Benzeneacetaldehyde,
9.0727 .alpha.-ethylidene- 95.19 C10H100 4411-89-6 18024015.04
9.8594  Decanoic acid, ethyl ester  84.19 C12H2402 110-38-3 5667742.773
9.8867 Octane, 2-methyl- 87.40 C9H20 3221-61-2 1819777.989

9.8868 Octane, 3,4,5,6-tetramethyl- 87.45 C12H26 62185-21-1 1869976.92
1,2-Ethanediol,

9.8983 monobenzoate 89.42 (C9H1003 94-33-7 1421838.229
10.519 Acenaphthene-d10 91.67 Cciz2pio 15067-26-2 14148068.4
11.135 1-Octanol, 2-butyl- 93.51 C12H260 3913-02-8 2772011.343
11.714 1-Octanol, 2-butyl- 91.33 C12H260 3913-02-8 2695394.8

11.714 1-Nonene, 4,6,8-trimethyl-  90.81 C12H24 54410-98-9 2640848.765
12.263 1-Octanol, 2-butyl- 91.79 C12H260 3913-02-8 2233573.185
12.309 Phenanthrene-D10 94.21 C14D10 1517-22-2 14571552.26
12.787 Tridecane, 6-methyl- 87.53 C14H30 13287-21-3  1343013.006

Legenda — RT: retention time; CAS: Chemical Abstracts Service; italico: padroes

internos utilizados.
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APENDICE 2 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-SPME-MS NO TEMPO
24H DE FERMENTAGAO

RT

2.1128
2.9461
3.3109
3.3634

4.0585
4.2821
4.4236
4.4289
5.1698

5.2969
5.4168

5.6432
6.4084
6.8988
7.1404

7.3157
7.4313
7.5967

7.6955
7.6983

7.7290
7.8327
8.0804
8.4035

8.4732
8.4733

8.6990
8.9189

9.8876

Compound Name

Butane, 1-(2-propenyloxy)-
Acetamide, 2-fluoro-
1-Pentanol
1-Butanol, 2-methyl-
2-Ethylhexanal ethylene
glycol acetal

2,3-Butanediol
Isobutylamine
2,3-Butanediol

Propiolonitrile
1,2-Ethanediol,
monoformate

Butanoic acid, 2-methyl-
Carbonic acid, 2-
dimethylaminoethyl 2-
methoxyethyl ester

Phenacylidene diacetate
1,4-Dichlorobenzene-D4
Benzyl alcohol

2,4,6-Trimethyl-1-nonene
Phenacylidene diacetate
Pyrazine, tetramethyl-

Octane, 3,4,5,6-tetramethyl-
Octane, 2-methyl-
Butanoic acid, 2-methyl-, 3-
methylbutyl ester
Phenylethyl Alcohol
Benzene, 1,2-dimethoxy-
Naphthalene-D8

Tridecane, 6-methyl-
Hexadecane

Furan, 3-phenyl-
Phenylethyl Acetate

Oxalic acid, allyl nonyl ester

Match

Factor Formula
94.0 C7H140
92.1 C2H4FNO
95.4 C5H120
90.8 C5H120
89.1 C10H2002
92.9 C4H1002
82.1 C4H11N
91.9 C4H1002
89.3 C3HN
93.3 C3H603
87.7 C5H1002

86.0 C8H17NO4

96.5 C12H1205
94.0 C6D4CI2
92.4 C7H80
89.8 C12H24
96.9 C12H1205
91.8 C8H12N2
83.0 C12H26
83.5 C9H20
88.8 C10H2002
94.0 C8H100
88.5 C8H1002
95.9 C10D8
91.4 C14H30
90.7 C16H34
80.9 C10H8O
95.6 C10H1002
94.6 C14H2404

CASH#

3739-64-8
640-19-7
71-41-0
137-32-6
1000431-
01-2
513-85-9
78-81-9
513-85-9
1070-71-9

628-35-3
116-53-0

1000331-
46-2
5062-30-6
3855-82-1
100-51-6
55771-40-
9
5062-30-6
1124-11-4
62185-21-
1
3221-61-2
27625-35-
0
60-12-8
91-16-7
1146-65-2
13287-21-
3
544-76-3
13679-41-
9
93-92-5
1000309-
23-7

Component
Area

2862485.032
14879921.01
55686745.81
31146897.45

3375253.697
19545593.15
1569010.752
16852632.62
539004.5469

11273957.31
6785905.659

348713.0363
14745387.57
26955195.95
3291446.405

895092.0596
1262247.337
1974730.405

1215449.262
935912.0527

872946.0204
155956154.5
1776577.556
22047195.8

1758747.105
1834997.882

489650.9161
3979902.859

813545.0253
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1,2-Ethanediol,

9.8995 monobenzoate 91.8 C9H1003 94-33-7 634856.7294
3a,7-Methano-3aH-
cyclopentacyclooctene,
1,4,5,6,7,8,9,9a-octahydro-
1,1,7-trimethyl-, [3aR-
(3a.alpha.,7.alpha.,9a.beta.)
10.305 IE 85.6 C15H24 469-92-1 1886870.556
15067-26-
10.520 Acenaphthene-d10 92.7 C12D10 2 21269722.8
1000309-
11.141 Oxalic acid, allyl nonyl ester 87.5 C14H2404 23-7 649428.7266
12.313 Phenanthrene-D10 88.0 C14D10 1517-22-2 26994471.83

Legenda — RT: retention time; CAS: Chemical Abstracts Service; italico: padroes

internos utilizados.
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APENDICE 3 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-SPME-MS NO TEMPO

48H DE FERMENTACAO

RT

2.1158
2.5771
2.6057
3.3041

3.3657

4.4351

4.4351
4.4667

4.5685
4.5686

4.6319

5.1809

5.3511

5.4574

5.4771
5.5083

6.2833
6.4063

6.8985

7.0719
7.1506
7.3175

7.3175
7.3674

7.4339

7.4340
7.6079

Compound Name

Propanal
Acetic acid
(R)-(-)-2-Pentanol
1-Pentanol
Oxalic acid, butyl
cyclobutyl ester
2,3-Butanediol, [R-
(R*,R*)]-
2,3-Butanediol, [S-
(R*,R*)]-
Tetrachloroethylene
2,3-Butanediol, [S-
(R*,R*)]-
2,3-Butanediol
Propanoic acid, 2-
hydroxy-, ethyl ester
2-Amino-1,3-
propanediol
Butanoic acid, 2-
methyl-

Acetic acid,
(acetyloxy)-
1-Butanol, 3-methyl-,
acetate
Methyl vinyl ketone
4-Octanone, 5-
hydroxy-2,7-dimethyl-
Phenylglyoxal
1,4-Dichlorobenzene-
D4
Cyclobutane, 1,2-
bis(1-methylethenyl)-,
trans-

Benzyl alcohol
Butane, 2,2-dimethyl-
Hexane, 2,2,5,5-
tetramethyl-
Octane
Phenylglyoxylic acid,
neopentyl ester
3-(Benzoylthio)-2-
methylpropanoic acid
Pyrazine, tetramethyl-

Match
Factor

93.1
97.0
94.8
94.8

90.3

93.2

93.4
91.6

95.7
95.7

95.3

84.0

83.4

88.0

87.4
83.3

80.3
97.3

94.1

80.8
96.7
84.0

84.3
86.6

83.8

84.8
89.9

Formula

C3H60
C2H402
C5H120
C5H120

C10H1604

C4H1002

C4H1002
C2Cl4

C4H1002
C4H1002

C5H1003

C3HSNO2

C5H1002

C4H604

C7H1402
C4H60

C10H2002
C8H602

C6D4CI2

C10H16
C7H80
C6H14

C10H22
C8H18

C13H1603

C11H1203S
C8H12N2

CAS#
123-38-6
64-19-7
31087-44-2
71-41-0
1000309-69-4
24347-58-8

19132-06-0
127-18-4

19132-06-0
513-85-9

97-64-3

534-03-2

116-53-0

13831-30-6

123-92-2
78-94-4

6838-51-3
1074-12-0

3855-82-1

19465-02-2

100-51-6

75-83-2

1071-81-4
111-65-9

1000453-45-9

67714-34-5
1124-11-4

1463920.93
50478463.88
10242850.26
15524567.08

15004375.8

37883160.81

34766935.52
1871451.643

25292578.63
26103813.96

29829128.38

2681344.113

4940506.01

1294561.835

8039697.939
3467884.161

3586759.405
23248632.22

28579725.74

1424964.735
24584992.37
582609.508

585807.5097
248475.2793

1633488.158

1698580.456
921181.9455

Component Area
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7.6932
7.8406

8.2093

8.2901

8.3301
8.4029

8.4733
8.4734
8.6961

8.8453

8.9205

8.9351

9.0731

9.2046
9.2046
9.8876
9.8876

9.8995
10.520
12.262
12.304

12.787
12.787

Linalool
Phenylethyl Alcohol
Benzoic acid 2-
bromoethyl ester
Benzoic acid 2-
bromoethyl ester
Butanedioic acid,
diethyl ester
Naphthalene-D8
Oxalic acid, allyl nonyl
ester
Decane, 2,4-dimethyl-
Furan, 3-phenyl-
Benzeneacetic acid,
ethyl ester
Benzene, 1,3-bis(1,1-
dimethylethyl)-
Acetic acid, 2-
phenylethyl ester
Benzeneacetaldehyde
, .alpha.-ethylidene-
Carbonic acid, nonyl
vinyl ester
Hexadecane
Hexadecane
1-Octanol, 2-butyl-
1,2-Ethanediol,
monobenzoate
Acenaphthene-d10
1-Octanol, 2-butyl-
Phenanthrene-D10
1-Nonene, 4,6,8-
trimethyl-
Octane, 2,7-dimethyl-

87.1
92.9

84.1

91.1

90.1
96.5

92.0
90.9
80.9

86.7

85.7

90.0

95.2

92.8
93.5
94.2
93.9

90.5
93.9
91.5
94.4

85.4
86.7

C10H180
C8H100

C9H9BrO2

C9H9BrO2

C8H1404
C10D8

C14H2404
C12H26
C10H80

C10H1202

C14H22

C10H1202

C10H100

C12H2203
Cl16H34
C16H34

C12H260

C9H1003
C12D10
C12H260
C14D10

C12H24
C10H22

78-70-6
60-12-8

939-54-8
939-54-8

123-25-1
1146-65-2

1000309-23-7
2801-84-5
13679-41-9

101-97-3
1014-60-4
103-45-7
4411-89-6
1000383-25-6
544-76-3
544-76-3
08/02/3913
94-33-7
15067-26-2

08/02/3913
1517-22-2

54410-98-9
1072-16-8

2647288.577
138524204.1

1931742.193

1362453.253

1962481.262
27494162.87

4034105.344
3950617.19
222758.5882

1277197.116

2041917.54

3487964.339

10571369.03

6627313.58
6342920.127
16473101.59

16427972.8

1232726.905
50513031.22
3327759.239
38156861.44

2094268.135
1202131.717

Legenda — RT: retention time,

internos utilizados.

CAS: Chemical Abstracts Service; italico: padrdes
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APENDICE 4 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-SPME-MS NO TEMPO
72H DE FERMENTACAO

RT

2.1213
2.3400
3.3143

3.3808
3.3808
3.6068

4.2141
4.4322
4.4632
4.6889
5.2091

5.4758
5.5050
6.0852
6.1562
6.4082

6.4091

6.4908
6.8985
6.9974
7.0743
7.1335

7.2548
7.3199
7.3200

7.3785
7.5960
7.6961
7.8299

8.2297
8.4037
8.4733
8.4984

Compound Name

Methylene chloride
4H-1,2,4-Triazol-4-amine
1-Pentanol
Oxalic acid, butyl
cyclobutyl ester
2-Propenal
Propylene Glycol
2,3-Butanediol, [S-
(R*,R*)]-
2,3-Butanediol
Tetrachloroethylene
Hexane, 2,4-dimethyl-
Butanoic acid, 3-methyl-
1-Butanol, 3-methyl-,
acetate
Chlorine
Ethyl Acetate
4-hydroxy-2-butanone
Phenylglyoxal
2,4-Heptadien-6-ynal,
(E,E)-
Thiophosphordiamide, S-
methyl ester
1,4-Dichlorobenzene-D4
Pentane, 2-methyl-
D-Limonene
Benzyl alcohol
2,3-Butanedione, mono(O-
methyloxime)
Pentane, 2,3,3-trimethyl-
Hexane, 2,3,4-trimethyl-
Bicyclo[3.2.1]oct-2-ene,
exo-4-(phenylsulfonyl)-
Pyrazine, tetramethyl-
Hexane, 3-methyl-

Phenylethyl Alcohol
Benzyl 3-
hydroxypropanoate

Naphthalene-D8
Hexadecane
Methyl salicylate

Match
Factor

87.3
86.7
92.0

91.4
90.8
91.1

92.7
92.6
83.9
82.1
80.8

89.1
82.4
84.5
83.9
97.4

81.3

83.5
93.9
87.1
84.7
96.9

81.7
88.3
87.4

83.5
93.0
82.1
94.1

82.8
96.1
91.6
93.7

Formula CASH#
CH2ClI2 75-09-2
C2H4N4 584-13-4
C5H120 71-41-0
C10H1604 1000309-69-4
C3H40 107-02-8
C3H802 57-55-6
C4H1002 19132-06-0
C4H1002 513-85-9
C2Cl4 127-18-4
C8H18 589-43-5
C5H1002 503-74-2
C7H1402 123-92-2
Cl2 7782-50-5
C4H802 141-78-6
C4H802 590-90-9
C8H602 1074-12-0
C7H60 7200-04-06

CH7N20PS 1000306-03-4

Cc6D4CI2 3855-82-1
C6H14 107-83-5
C10H16 5989-27-5
C7H80 100-51-6
C5HSNO2 617-32-3
C8H18 560-21-4
C9H20 921-47-1

C14H1602S 1000142-99-0

C8H12N2 1124-11-4
C7H16 589-34-4
C8H100 60-12-8
C10H1203 1000090-68-8
C10D8 1146-65-2
C16H34 544-76-3
C8H803 119-36-8

Component Area

15516261.55
2623182.308
6626723.276

6939689.849
6568180.604
6796691.695

30299425.14
31603818.32
2372651.438
955456.9007
5010103.137

12148488.3
2490393.901
5237708.19
5632851.575
9809360.383

6328115.979

74303.57422
25345559.09
444135.1193
1055643.608
15982295.25

87220.19283
1139489.537
1229686.037

1774114.071
2334991.663
1462420.875
103944424.9

2516932.137
21776990.9
2694128.832
3638894.407
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8.5807 Heptane, 4-azido- 83.1 C7H15N3 27126-22-3 126735.4646
Benzene, 1,3-bis(1,1-
8.9182 dimethylethyl)- 83.6 C14H22 1014-60-4 1909330.078
Acetic acid, 2-phenylethyl
8.9363 ester 97.2 C10H1202 103-45-7 11828231.97
Sulfurous acid, 2-
8.9486  ethylhexyl isohexyl ester 86.0 C14H3003S 1000309-19-0 530711.7842
Tetrahydrofurfuryl
9.1309 propionate 85.2 C8H1403 637-65-0 83956.71923
Benzoic acid, (4-
benzoyloxy-2-
9.9001 chlorophenyl) ester 92.6 C20H13CIO4 122842-83-5 671143.1341
10.5209 Acenaphthene-d10 91.5 Ci2D10 15067-26-2 39371360.1
10.5292 Hexadecane 89.9 C16H34 544-76-3 11079819.29
12.3039 Phenanthrene-D10 94.8 C14D10 1517-22-2 60449914.99
20.5298 3-Furaldehyde 86.4 C5H402 498-60-2 21680.54642
Legenda — RT: retention time; CAS: Chemical Abstracts Service; italico: padroes

internos utilizados.
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APENDICE 5 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-SPME-MS NO TEMPO
96H DE FERMENTACAO

RT

2.1661
2.4429
2.6497
2.8035
2.9674
3.3141
3.3794
3.5980
3.8436

4.2943
4.4289
4.9854

5.4752
5.5062
5.5818

5.7461
5.8207

5.8670
6.0988
6.1740
6.4085
6.8981

7.0733
7.1362

7.3804
7.4374
7.5976
7.6949
7.8367
7.8947

8.2313
8.4024

8.4737

Compound Name

Acetic acid
2-Pentanone
(R)-(-)-2-Pentanol
Dimethyl ether
Silanediol, dimethyl-
1-Pentanol
1-Butanol, 2-methyl-, (S)-
Cyclobutane, methyl-
Propylene Glycol
2,3-Butanediol, [R-
(R*,R*)]-
2,3-Butanediol
Butanal, 2,2-dimethyl-
1-Butanol, 3-methyl-,
acetate
Methyl vinyl ketone
2-Propanone, 1-hydroxy-
1,2-Ethanediamine, N-
methyl-
Ethane, (methylthio)-
1-(1'-pyrrolidinyl)-2-
butanone
Ethyl Acetate
Ethyl Acetate
Phenacylidene diacetate
1,4-Dichlorobenzene-D4
Cyclobutane, 1,2-bis(1-
methylethenyl)-, trans-
Benzyl alcohol
Benzenepropanenitrile,
.beta.-hydroxy-
Benzoyl benzyl disulfide
Pyrazine, tetramethyl-
Linalool
Phenylethyl Alcohol
Sulfide, allyl methyl
Acetic acid,
phenylmethyl ester
Naphthalene-D8
Oxalic acid, allyl nonyl
ester

Match
Factor

98.4
93.4
82.2
83.7
85.7
93.0
89.1
83.5
93.7

90.4
94.5
81.8

91.4
86.4
92.3

82.1
81.3

83.1
85.8
83.6
97.0
93.2

88.4
96.9

88.5
82.2
92.6
88.1
94.6
82.2

84.4
96.1

93.0

Formula

C2H402
C5H100
C5H120
C2H60
C2H802Si
C5H120
C5H120
C5H10
C3H802

C4H1002
C4H1002
C6H120

C7H1402
C4H60
C3H602

C3H10N2
C3H8S

C8H15NO
C4H802
C4H802

C12H1205
c6D4CI2

C10H16
C7H80

CO9HSNO
C14H120S2
C8H12N2
C10H180
C8H100
C4H8S

C9H1002
C10D8

C14H2404

CAS#

64-19-7
107-87-9
31087-44-2
115-10-6
1066-42-8
71-41-0
1565-80-6
598-61-8
57-55-6

24347-58-8
513-85-9
2094-75-9

123-92-2
78-94-4
116-09-6

109-81-9
624-89-5
1000366-
03-8
141-78-6
141-78-6
5062-30-6
3855-82-1

19465-02-2
100-51-6

17190-29-3
51840-31-4
1124-11-4
78-70-6
60-12-8
10152-76-8

140-11-4
1146-65-2
1000309-
23-7

Component
Area

118338900.2
1192499.694
2233373.279
793267.3423
13010243.77
24403933.75
12170092.61
1206226.711
12936792.62

29584454.58
9539296.716
264256.4605

19716437.85
5759576.915
3335931.243

1205740.502
1614135.232

6020488.969
4916045.131
3216875.334
9743804.54
30132848.81

1612209.632
22104819.61

1190436.763
1301270.72
2056532.498
2526303.724
243400113.7
540362.3596

2442357.641
23566512.25

1999770.273
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8.4960 Methyl salicylate 94.4 C8H803 119-36-8 2097318.519
Benzene, 1,3-bis(1,1-
8.9180 dimethylethyl)- 84.4 C14H22 1014-60-4 1983803.604
Acetic acid, 2-
8.9354 phenylethyl ester 96.8 C10H1202 103-45-7 22978087.92
9.0713 3,5-Dimethyl-4-octanone 81.2 C10H200 7335-17-3 279516.0678
9.2049  Nonane, 3,7-dimethyl- 83.7 C11H24 17302-32-8  295295.8295
Oxalic acid, allyl nonyl 1000309-
9.8870 ester 89.2 C14H2404 23-7 2090014.033
Carbonic acid, nonyl vinyl 1000383-
9.8873 ester 90.4 C12H2203 25-6 2132370.57
1,2-Ethanediol,
9.8987 monobenzoate 81.4 C9H1003 94-33-7 1096866.091
10.520
4 Acenaphthene-d10 91.7 C12D10 15067-26-2 17660982.56
12.313
0 Phenanthrene-D10 93.3 C14D10 1517-22-2 28150586.22

Legenda — RT: retention time; CAS: Chemical Abstracts Service; italico: padroes

internos utilizados.
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APENDICE 6 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-SPME-MS NO TEMPO
120H DE FERMENTAGAO

RT

2.1167
2.1840

2.4323
2.4323
2.6407
3.3142

3.3812
3.6069
4.0185
4.2985
4.4381

5.0741
5.4686
5.4759
5.5081
5.5858

5.6389
6.1768
6.4068
6.6177
6.8979
7.0333
7.0716
7.1371
7.3182

7.3785
7.6003
7.6923

7.7322
7.8346

Compound Name

Acetone

Acetic acid
Acetic acid, (dodecahydro-7-

hydroxy-1,4b,8,8-tetramethyl-

10-ox0-2(1H)-
phenanthrenylidene)-,2-
(dimethylamino)ethyl ester
2-Pentanone
(R)-(-)-2-Pentanol
1-Pentanol
Oxalic acid, butyl cyclobutyl
ester
Methyl vinyl ketone
Isobutylamine
2,3-Butanediol
2,3-Butanediol, [S-(R*,R¥*)]-
Isobutyl, 2-
hydroxypropanoate
Butanoic acid, 3-methyl-
1-Pentene
Cyclobutane, methyl-
Butanoic acid, 2-methyl-
Carbonic acid, 2-
dimethylaminoethyl ethyl
ester
Ethyl Acetate
Phenylglyoxal
1-Propanol, 3-(methylthio)-
1,4-Dichlorobenzene-D4
p-Cymene
D-Limonene
Benzyl alcohol
Hexane, 2,3,4-trimethyl-
Benzenemethanol, .alpha.-
methyl-, (R)-
Pyrazine, tetramethyl-
Linalool
Butanoic acid, 2-methyl-, 3-
methylbutyl ester
Phenylethyl Alcohol

Match
Factor

85.5
99.2

89.9
90.5
80.2
94.6

95.0
85.9
85.2
92.2
94.2

82.7
83.8
81.1
89.4
87.1

80.4
83.8
97.3
85.3
93.5
81.2
90.0
97.2
89.4

89.8
85.1
85.3

88.5
94.2

Formula CASH#

C3H60 67-64-1

C2H402 64-19-7
C24H39NO

4 1000143-97-2

C5H100 107-87-9

C5H120 31087-44-2

C5H120 71-41-0
C10H1604 1000309-69-4

C4H60 78-94-4
C4H11IN 78-81-9
C4H1002 513-85-9
C4H1002 19132-06-0
C7H1403 585-24-0
C5H1002 503-74-2

C5H10 109-67-1

C5H10 598-61-8
C5H1002 116-53-0

C7H15NO3 1000331-33-7

C4H802 141-78-6
C8H602 1074-12-0
C4H100S 505-10-2
C6D4CI2 3855-82-1
C10H14 99-87-6
C10H16 5989-27-5
C7H80 100-51-6
C9H20 921-47-1
C8H100 1517-69-7
C8H12N2 1124-11-4
C10H180 78-70-6
C10H2002  27625-35-0
C8H100 60-12-8

Component
Area

3394487.602
62466216.7

1599864.876
2619149.716
2085836.007
16231295.71

10126102.81
1690663.031
910361.2262
24463268.57
8801385.605

55394560.1
45925462.89
6695571.492
4560625.346
25333263.77

846526.3933
2498514.473
18852119.17
1943303.661
29721026.36
482219.6866
1481637.4
27082600.55
1155402.953

3088773.566
735933.7121
1987558.869

958755.044
196176101
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8.2312
8.4025
8.4638
8.4638
8.4718
8.4940

8.9176

8.9355
9.8876

9.8969
10.520
11.137
11.714
12.307

Acetic acid, phenylmethyl
ester

Naphthalene-D8
2-Methoxy-5-methylphenol
Benzene, 1,4-dimethoxy-
Oxalic acid, allyl nonyl ester
Methyl salicylate
Benzene, 1,3-bis(1,1-
dimethylethyl)-
Acetic acid, 2-phenylethyl
ester
Oxalic acid, allyl nonyl ester
1,2-Ethanediol,
monobenzoate
Acenaphthene-d10
Hexadecane
1-Octanol, 2-butyl-
Phenanthrene-D10

82.1
95.0
82.0
81.8
91.8
93.5

86.4

96.3
90.3

89.6
92.4
94.0
92.3
94.6

C9H1002 140-11-4
C10D8 1146-65-2
C8H1002 1195-09-1
C8H1002 150-78-7
C14H2404 1000309-23-7
C8H803 119-36-8
C14H22 1014-60-4
C10H1202 103-45-7

C14H2404 1000309-23-7

C9H1003 94-33-7
C12D10 15067-26-2
C16H34 544-76-3

C12H260 3913-02-8
C14D10 1517-22-2

2628648.846
24420045.04
2314410.173
1790645.205
1607751.884
2567251.412

1960285.499

13414957.42
1931247.439

1107968.192
21045440.68
6831542.134
6294698.67
27686903.32

Legenda — RT: retention time; CAS: Chemical Abstracts Service; italico: padroes

internos utilizados.
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RT

2.1247

2.2475
2.4394
3.3328
3.3339
3.4664
3.4664
3.7036
3.7457
4.0906

4.2918
4.2918
4.4840
4.8599

4.8642
49471

5.2687

5.4815
5.4815
5.5124

5.5516
5.6420
5.6572
5.6665
6.4062

6.8546
6.8981

6.9163
7.1535

7.1940
7.3174

Compound Name

Propanal
Hydrazine, (2-
methylpropyl)-

2-Pentanone

Cyclobutane, methyl-

1-Pentene

Methane, chloromethoxy-
Butane, 1-methoxy-

Acetic acid

Methyl formate
2-Butanol, 3-methyl-
2-Ethylhexanal ethylene

glycol acetal

3-Pentanol, 2,4-dimethyl-
Butanal, 3-methyl
2,3-Butanediol, [S-(R*,R*)]-
4-Methyl-2,4-bis(p-
hydroxyphenyl)pent-1-
ene, 2TMS derivative
2,3-Butanediol, [S-(R*,R*)]-
Oxalic acid, butyl
cyclobutyl ester
1-Butanol, 3-methyl-,

acetate

2-Pentanol, acetate

Methyl vinyl ketone
Methanamine, N-methoxy-

N-nitroso-
2-Heptanone

Acetonitrile, trifluoro-
1-Propanol, 2-methyl-

Phenylglyoxal

Butanoic acid, 3-oxo-, 1,1-
dimethylethyl ester
1,4-Dichlorobenzene-D4
Propanoic acid, 2-methyl-,
3-methylbutyl ester

Benzyl alcohol

1,2-Ethanediol, 1,2-
diphenyl-, (R*,R*)-(.+/-.)-
Octane, 4-methyl-

Match
Factor

92.9

80.8
89.3
87.5
89.6
83.6
81.2
95.8
94.5
90.7

82.5
85.1
96.9
89.7

87.7
96.1

89.7

81.8
81.0
86.0

94.1
86.2
81.9
86.4
96.8

83.1
93.6

81.5
97.6

88.8
83.0

Formula

C3H60

C4H12N2
C5H100
C5H10
C5H10
C2H5CIO
C5H120
C2H402
C2H402
C5H120

C10H2002
C7H160
C5H100

C4H1002

C24H36025Si

2
C4H1002

C10H1604

C7H1402
C7H1402
C4H60

C2H6N202
C7H140
C2F3N
C4H100
C8H602

C8H1403
ceD4cl2

C9H1802
C7H80

C14H1402
C9H20

CAS#

123-38-6

42504-87-0
107-87-9
598-61-8
109-67-1
107-30-2
628-28-4

64-19-7
107-31-3
598-75-4
1000431-

01-2
600-36-2
590-86-3
19132-06-0

1000283-
56-8
19132-06-0
1000309-
69-4

123-92-2
626-38-0
78-94-4

16339-12-1
110-43-0
353-85-5

78-83-1
1074-12-0

1694-31-1
3855-82-1

2050-01-03
100-51-6

655-48-1
2216-34-4

Component
Area

2703868.767

1685277.037
3010871.801
21972627.98
19692486.02
73756371.13
73923930.46
60486364.67
16668189.61
25596022.86

4500497.901
4659365.276
677340.8937
33110539.49

2628114.68
7064035.425

3123043.577

8375151.755
8407581.471
2417044.859

10033629.19
1446454.444
802406.1196
43539425.03
42010506.41

369429.2001
30182092.67

1015784.98
25562861.8

11103449.74
1047112.534
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7.3176

7.4306
7.4307
7.6248
7.6328

7.7298
7.8635
8.2306
8.4031

8.4665
8.4670

8.4731
8.4736
8.4938

8.9186

8.9355

9.6050

9.8991
10.519
10.528
11.136
11.714

11.714

12.273
12.306

Hexane, 2,3,4-trimethyl-
Ethanone, 2-hydroxy-1-
phenyl-

Vinyl benzoate
2-Nonanone
Pyrazine, tetramethyl-
3,3-Dimethyl-1,2-
epoxybutane
Phenylethyl Alcohol
Phenol, 2-methyl-
Naphthalene-D8
7-Chloro-1-(4-
fluorophenyl)heptan-1-one
Benzene, 1,4-dimethoxy-
Oxalic acid, allyl nonyl
ester
Octane, 2,2,6-trimethyl-
Methyl salicylate
Benzene, 1,3-bis(1,1-
dimethylethyl)-
Acetic acid, 2-phenylethyl
ester
Sulfoxide, methyl
phenethyl
1,2-Ethanediol,
monobenzoate
Acenaphthene-d10
Decane, 2,4-dimethyl-
1-Octanol, 2-butyl-
Hexadecane
Oxalic acid, allyl hexadecyl
ester
Oxalic acid, allyl nonyl
ester
Phenanthrene-D10

87.1

93.7
89.4
81.2
86.1

81.0
94.0
80.8
94.9

81.6
87.6

89.4
80.6
93.4

84.9

96.7

82.3

93.9
90.6
86.4
91.1
86.5

86.7

87.9
94.4

C9H20 921-47-1
C8H802 582-24-1
C9H802 769-78-8
C9H180 821-55-6
C8H12N2  1124-11-4
C6H120  2245-30-9
C8H100 60-12-8

C7H80 95-48-7

C10D8 1146-65-2

C13H16CIFO 17135-47-6

C8H1002 150-78-7
1000309-
C14H2404 23-7
C11H24 62016-28-8
C8H803 119-36-8
C14H22 1014-60-4
C10H1202 103-45-7
C9H120S 7714-32-1
C9H1003 94-33-7
C12D10 15067-26-2
C12H26 2801-84-5
C12H260 3913-02-8
C16H34 544-76-3
1000309-
C21H3804 24-4
1000309-
C14H2404 23-7
C14D10 1517-22-2

1049173.75

1458893.572
1718709.04
1869825.423
2125672.634

828947.8563
198505258.1
2046807.597
27052795.27

1133224.578
1740014.641

2680469.994
1579954.526
2715060.969

2341017.165

17677159.45

3008011.484

957245.5132
16077240.11
1640976.45
2514801.83
1996603.301

2373319.358

815665.7927
15347772.48

Legenda — RT: retention time; CAS: Chemical Abstracts Service; italico: padroes

internos utilizados.
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APENDICE 8 - COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-SPME-MS NOS POS

DE CACAU SECOS

RT

2.6282
2.7591
2.8517
3.3151
3.6736
4.2349
4.3731
4.4170
5.2500
5.4568
5.4623
5.4806
5.5783
5.5983
5.9659
6.0882
6.1604
6.3705
6.4061
6.8255
6.8974
6.9945
6.9947

7.1429

7.1434
7.2238
7.3182
7.3192

7.3823
7.4291
7.5921
7.6296
7.8332

8.1985

8.3420

Compound Name

(R)-(-)-2-Pentanol
Propane, 2-ethoxy-
Acetamide, 2-fluoro-
1-Butanol, 3-methyl-
Methane-d, trichloro-
2,3-Butanediol
1-Butanamine
2,3-Butanediol
3-Pentanol, 2,4-dimethyl-
Diisopropyl ether
Methyl formate
Cyclobutane, methyl-
Propanediamide, 2-amino-
Butanoic acid, 2-methyl-
Pyrazine, 2,3-dimethyl-
CH3C(O)CH2CH20H
Ethyl Acetate
Acetic acid, diethyl-
Phenylglyoxal
Pyrazine, trimethyl-
1,4-Dichlorobenzene-D4
Hexane, 2,3-dimethyl-
Pentane, 2-methyl-
E,Z-3-
Ethylidenecyclohexene
Cyclopentene, 3-
ethylidene-1-methyl-
Spiro[2,4]hepta-4,6-diene
Decane, 2,5,6-trimethyl-
Hexane, 3,3-dimethyl-
Ethanone, 1-(1H-pyrrol-2-
yl)-
Phenacylidene diacetate
Pyrazine, tetramethyl-
Phenol, 2-methoxy-

Phenylethyl Alcohol
2,3,5-Trimethyl-6-
ethylpyrazine
Benzeneacetic acid,
methyl ester

Match Factor ~ Formula
89.33 C5H120
83.34 C5H120
80.39 C2H4FNO
84.89 C5H120
81.48 CDCI3
90.27 C4H1002
87.92 C4H11IN
95.37 C4H1002
85.66 C7H160
81.34 C6H140
89.66 C2H402
84.10 C5H10
87.31 C3H7N302
86.73 C5H1002
94.04 C6H8N2
82.59 C4H802
81.91 C4H802
80.68 C6H1202
97.29 C8H602
94.67 C7H10N2
93.61 Cc6D4CI2
82.13 C8H18
82.22 Ce6H14
85.02 C8H12
84.97 C8H12
95.11 C7H8
87.69 C13H28
90.83 C8H18
80.89 C6H7NO
95.44 C12H1205
96.53 C8H12N2
81.04 C7H802
93.06 C8H100
89.60 COH14N2
87.63 C9H1002

CAS#

31087-44-2
625-54-7
640-19-7
123-51-3
865-49-6
513-85-9
109-73-9
513-85-9
600-36-2
108-20-3
107-31-3
598-61-8

62009-47-6
116-53-0

5910-89-4
590-90-9
141-78-6

88-09-5

1074-12-0

14667-55-1

3855-82-1
584-94-1
107-83-5

16631-62-2

62338-00-5
765-46-8
62108-23-0
563-16-6

1072-83-9

5062-30-6

1124-11-4
90-05-1
60-12-8

17398-16-2

101-41-7

Component
Area

561627.4345
6458921.329
10396447.26
2098731.462
1435477.584
110604839.4
10159316.04
70635579.76
3168722.453
10037677.41
31593745.55
2247098.095
16515019.2
32720520.98
3299420.614
6007832.441
5827831.502
7815020.307
12902314.37
11420472.64
29379872.37
410588.0536
462589.8707

4102090.883

4219589.087
8081993.429
2574781.41
2297136.307

2764439.416
7408997.881
286877320.3
754159.3463
28378765.64

2714992.756

664952.6118




92

8.4032

8.4633

8.4730
8.4936

8.8460

8.9181

9.8870

9.8972
10.520
11.139

11.720

12.266
12.313
12.787

Naphthalene-D8
2-Methoxy-5-
methylphenol

Oxalic acid, allyl nonyl
ester

Methyl salicylate

Benzeneacetic acid, ethyl
ester
Benzene, 1,3-bis(1,1-
dimethylethyl)-
Carbonic acid, nonyl vinyl
ester
1,2-Ethanediol,
monobenzoate
Acenaphthene-d10
Heptane, 3,3-dimethyl-
Oxalic acid, allyl nonyl
ester
Sulfurous acid, 2-
ethylhexyl isohexyl ester
Phenanthrene-D10
Azetidine, 1,2-dimethyl-

94.15

80.84

89.49
97.25

83.34

89.61

87.75

93.26
90.95
89.15

89.84

89.45
89.55
88.20

c10D8 1146-65-2
C8H1002  1195-09-1
1000309-
C14H2404 23-7
C8H803 119-36-8
C10H1202  101-97-3
C14H22  1014-60-4
1000383-
C12H2203 25-6
C9H1003 94-33-7
C12D10  15067-26-2
C9H20 4032-86-4
1000309-
C14H2404 23-7
1000309-
C14H30035S 19-0
C14D10  1517-22-2
C5H1IN  51764-32-0

27883102.04

1319817.85

2630760.345
7609072.434

1227019.116

4226872.863

1464167.39

1496557.401
16888804.41
404813.6839

984530.785

821266.1838
22388540.13
376375.5689

Legenda — RT: retention time; CAS: Chemical Abstracts Service; italico: padrdes

internos utilizados.



