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Efeito da tecnologia pds-colheita na frac¢io volatil do
flavour a cacau. Estudo de uma fermentacio em Sao
Tomé e Principe

M. HELENA GUIMARAES DE ALMEIDA

RESUMO

O objectivo principal deste trabalho € estudar o efeito da fermentagéo e do tipo de secagem,
praticadas durante a tecnologia pds-colheita, na formag@o de compostos responsaveis pelo flavour a
cacau, com particular destaque para as pirazinas.

Com base em amostras de sementes colhidas durante uma fermentagao que a autora acompanhou
em Sdo Tomé e Principe, procedeu-se ao estudo dos compostos volateis por cromatografia gas-liquido
associada a espectrometria de massa. :

Quantificaram-se 33 compostos volateis (entre os quais 13 pirazinas ¢ 8 compostos odoriferos
principais) no cacau fermentado e torrado. Reconheceu-se a importincia das pirazinas no flavour a
cacau ¢ o efeito determinante da fermentagio na formagdo dos respectivos precursores. Algumas
pirazinas, bem como outros compostos volateis estudados, poderdo servir como indicadores de

qualidade do cacau comercial € como auxiliares do estudo das transformagdes quimicas ocorridas nos
cotilédones durante a tecnologia pds-colheita.

Palavras-chave: Cacau; Tecnologia pds-colheita; Compostos volateis; Pirazinas; Cromatografia
gés-liquido.

ABSTRACT

The objective of the work is to study the effect of the fermentation and the type of the drying on
the cocoa flavour formation, mainly on the pyrazine compounds.

The work is based on samples of cocoa beans collected during the fermentation process followed
in S&o Tomé e Principe by the author.

By gas chromatography-mass spectrometry 33 volatiles were identified in fermented and roasted
cocoa beans. Among them, 13 are pyrazines and 8 are key odorants. Several pyrazines are recognized
to be very important constituents of the volatile fraction of the cocoa flavour. Fermentation plays a
determinant role in the development of its precursors. Some pyrazines, as well as other volatile
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compounds studied, could be used as quality indicators. They could also help to study the chemical .
transformations of the beans during cocoa post-harvest technology.

Keywords: Cocoa; Post-harvest technology; Volatile compounds; Pyrazines; Gas
chromatography.

1. Introducio

O flavour que se desenvolve durante a torra das sementes de cacau comercial
(“flavour a cacau”) ¢ um dos pardmetros de qualidade mais valorizados pelos
industriais do cacau e do chocolate.

A formagdo e as caracteristicas do flavour a cacau dependem de multiplos
factores mas a torra e a tecnologia pos-colheita sio os mais determinantes
(Almeida, 1990, 1999; Cros & Jeanjean, 1998; Ziegleder & Biehl, 1988). As
operagOes tecnoldgicas mais importantes para as caracteristicas do flavour a cacau
sio a fermentagdo e a secagem. Durante a primeira ocorrem modificagdes
acentuadas no interior da semente que provocam n#o sé a formagio de compostos
precursores do flavour desenvolvido durante a torra mas também a formagio de
compostos volateis e ndo volateis de grande importancia nas caracteristicas finais
do flavour das sementes torradas. A importincia da secagem transcende a de uma
mera desidratag@io do produto, pois provoca a transformag&o de alguns compostos e
a libertagdo de outros mais voldteis, com consideraveis consequéncias nas
caracteristicas do flavour das sementes.

O flavour a cacau resulta do efeito conjunto de numerosos compostos, volateis e
ndo volateis, existentes na semente de cacau comercial torrada, que conduzem a um
conjunto complexo de sensagSes durante a prova do cacau ou do chocolate.

De acordo com Nijssen et al. (1996), foram ja identificados mais de 500
compostos volateis no cacau que podem ser distribuidos por 22 grupos quimicos.
As pirazinas dominam nitidamente, correspondendo a cerca de 17% do nimero
total de compostos, seguindo-se os ésteres, os acidos e os hidrocarbonetos (12, 11 e
9%, respectivamente).

Silwar (1988) quantificou, em cacau comercial torrado do Gana, teores de
compostos volateis entre 85 a 110 ppm. Por sua vez, Gill ef al. (1984) obtiveram 65
ppm de compostos volateis em cacau comercial torrado do Sri Lanka, dos quais
cerca de 26 ppm correspondiam a 14 pirazinas e 15 ppm a 5 aldeidos. Os élcoois e
os ésteres também foram quantificados em considerdveis concentrag8es, embora
inferiores as dos anteriores.

Dos compostos identificados, s6 uma parte foi quantificada por nio existirem
ainda técnicas analiticas suficientemente sensiveis para permitir o doseamento dos
compostos presentes em quantidades minimas (Almeida, 1999). Alguns destes,
porém, sdo particularmente importantes pois trata-se de “compostos odoriferos
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principais” ou seja, compostos que, por existirem em quantidades superiores ao seu
limiar de detec¢do, contribuem mais directamente para o odor do cacau
(Schieberle, 1995). Tal é o caso do acido 3-metilbutandico, do 3-metilbutanal, do
fenilacetaldeido, do 2-feniletanol e da trimetilpirazina, entre outros (Chanliau,
1995; Schnermann & Schieberle, 1997).

O objectivo deste trabalho € estudar o efeito da fermentag@o e da secagem na
formagdo e nas caracteristicas da fracg@o volatil do flavour a cacau. Face a
heterogeneidade do jflavour do cacau comercial que circula no mercado
internacional, particularizou-se o estudo a uma situagio concreta de tecnologia pos-
-colheita dentro uma regido tradicionalmente produtora, S&o Tomé e Principe.

Com uma longa histdria ligada ao cacau (Ferrdo, 1963), este pais tem ainda
neste produto a sua principal fonte de divisas. Por outro lado, sdo reconhecidas as
potenciais caracteristicas de qualidade do cacau aqui produzido, comprovadas
pelas elevadas cotagdes com que outrora foi premiado e por estudos prévios por
nos realizados (Almeida et al., 1998). Este conjunto de factores constitui um
aliciante para a realizag@o deste estudo que esperamos venha a contribuir para a
recuperagdo da qualidade do cacau daquele pais.

O estudo incidiu sobre amostras da Empresa Bela Vista, em Sio Tomé e
Principe (Silva, 1999), que colhemos ao longo da fermentagdo e que foram
estabilizadas por dois tipos de secagem (sol directo e secador “Tromag”).

Os compostos voléteis, estudados em material torrado e ndo torrado, foram
analisados através de cromatografia gas-liquido (GC) e espectrometria de massa
acoplada a cromatografia gas-Liquido (GC-MS). Deu-se particular énfase as
pirazinas, atenta a sua especial importancia no flavour a cacau.

2. Material e métodos

2.1. Material

O material foi constituido por amostras de cacau colhidas na Empresa Estatal
Agro-pecuaria (EEA) Bela Vista, Repiiblica de Sio Tomé e Principe, no periodo
compreendido entre 24 de Outubro e 2 de Novembro de 1994.

A colheita das amostras foi realizada de forma a minimizar, tanto quanto
possivel, o efeito de outros factores que pudessem provocar variagSes nos
resultados. As sementes estudadas foram provenientes das “dependéncias” Vale
Flor e Prado, onde as caracteristicas edafo-climaticas e de produgéo se apresentam
mais homogéneas.

O material (Quadro 1) foi recolhido durante uma mesma fermentagio realizada
em caixas de madeira com a capacidade de cerca de 4 200kg de cacau em goma.
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Quadro 1
Caracteriza¢do do material
Origem EEA Bela Vista {(Sio Tomé e Principe), dependéncias Vale Flor e
Prado
Tipo de plantas Amelonado de SaoTomé e hibridos selec¢des do IRCC
provenientes de Nigéria, Costa do Marfim e Camardes (Silva,
1994)
Data da colheita Entre 2 a 5 dias antes da quebra
Data da quebra 24 de Outubro de 1994
Fermentagio | /nicio 16 horas de 24 de Outubro
Fim 8 horas de 30 de Outubro
Duragdo 136 horas
Remeximentos Ao fim das primeiras 48 e 96 horas
Amostragem (horas de 0,24, 48,72,96, 112 ¢ 136h
fermentagio)
Estabilizagdo das amostras Secagem em secador “Tromag”
Secagem directa ao sol

Diariamente, 2 mesma hora, foram colhidos cerca de 3kg de sementes, sempre
retiradas da zona central da caixa e a uma profundidade de cerca de 0,5m, medida a
partir da superficie da massa em fermentagio. Cada amostra diaria foi dividida em
duas subamostras que, mal colhidas, foram imediatamente lavadas em &gua
corrente que as arrefeceu e as libertou da polpa. Logo a seguir, uma subamostra foi
introduzida num secador de tunel de ar quente (“Tromag”), regulado de modo a
que houvesse uma sequéncia de temperaturas de 70 (entrada)-80-90°C (saida). A
duragéio da secagem foi cerca de 24 horas. A outra foi exposta a sol directo até
atingir a humidade de seguranga exigida ao cacau comercial. A duragdo variou
entre 4 e 7 dias. As subamostras ja secas foram acondicionadas em sacos de
pléstico e assim transportadas para Portugal por via aérea. Logo que chegaram ao
laboratério, em Lisboa, foram introduzidas em frascos de vidro com tampa de rosca
de vedagdo hermética.

2.2. Preparacio da amostra

A prepara¢do do material para analise constou na torra € moenda de sementes
dos dois conjuntos de subamostras (Quadro 1). Procedeu-se igualmente &3 moenda
de material nZo torrado colhido no inicio e no fim da fermentagéo (0 e 136h).

A torra foi realizada a 156°C durante 27min, de acordo com os resultados
obtidos num estudo prévio de optimizagdo das condigdes desta operagio (Almeida,
1999). Os cotilédones das sementes torradas e ndo torradas (obtidos apds descasque
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e remogdo do germe) foram arrefecidos em azoto liquido e moidos em moinho de
facas de forma a que todo o material passasse em crivos de malha 500pum, sendo
depois conservado a -40°C.

2.3. Aparelhos e utensilios

1. Isolamento e concentragéo

Aparelho de destilagdo de Kjeldahl por corrente de vapor; Banho de agua
termostatizado com refrigeragdo e sistema de circulagdo de agua (Lauda mod.
RMS6); Coluna Vigreux com 55cm de comprimento e 20mm de didmetro; Cabega
de aquecimento de dgua com circulag@o (Lauda MT).

2. Andlise por GC e GC-MS

(1) Cromatédgrafo Hewlett Packard (HP) 5890 série II, Injector split/splitless,
Detector FID, Integrador HP 3396 série Il acoplado a computador com programa
Peak96, Coluna: CP-Wax-52 CB de 30m, 0,32mm de JJinterno e 0,25um de
espessura de filme.

(2) Cromatografo HP 5890 serie II; Detector FID; Injector split/splitless;
Espectrometro de Massa HP5070, de impacto electronico (70eV) e interface GC-
-MS directa; Programa de tratamento e identificagdo de espectros (livraria NBS

GERAL); Coluna CP-Wax 52 CB de 30m, 0,25mm de Jinterno e 0,25um de
espessura de filme.

2.4. Reagentes

Todos os reagentes utilizados sdo de qualidade analitica (p.a.): 4-picolina, 2,5-
-dimetil- e 2,3,5,6-tetrametilpirazina (Fluka); acetato de etilo, diacetil, 3-metil-
butanal, 3-metil-1-butanol (=isovaleraldeido), hexanal, 2-metil-, 2,6-dimetil-, 2,3-
-dimetil- 2,3,5-trimetilpirazina, benzaldeido, (z)-linalol, fenilacetaldeido e 2-fenil-
etanol (Aldrich); etil-, 2-etil-5-metil-, 2-etil-6-metil-, 2-etil-3,6-dimetil-, 2-etil-
-3,5-dimetil- e 2,3-dietil-5-metilpirazina, pirrolo e 2-acetil pirrolo (Pyrazines
specialties); éter dietilico (Pronalab); NaCl e Na,SO, anidro (Merck).

2.5. Modo operatorio

A determinag@o dos compostos voldteis foi realizada através da metodologia
descrita e avaliada em Almeida et al. (1999) e Rodrigues et al. (1999).
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2.5.1. Isolamento e concentraciio

Pesaram-se 20,0g de cacau que se introduziram no baldo de um aparelho de
destilagdo de Kjeldahl. Adicionaram-se 100ul de padrdo interno 4-picolina
(20mg/100ml) e 100ml de agua. Procedeu-se a destilagio, com condensagdo a 0°C,
recolhendo-se 200ml de destilado. Saturou-se o destilado com 10g de NaCl e
ajustou-se a pH8. Extraiu-se o destilado com 2 porgdes de S0ml de éter dietilico. A
fase etérea foi, em seguida, desidratada com Na,;SQO, anidro e filtrada.

A concentragdo foi feita por destilagdo, a 40°C, em coluna Vigreux até se
obterem cerca de S5ml de extracto, que foi, em seguida, concentrado em corrente de
azoto até 100ul e conservado a -18°C.

2.5.2, Cromatografia gas-liquido

A separagdio, a identificagdio e a quantificagdo dos compostos volateis foram
realizadas utilizando as seguintes condigdes de trabalho:

Condigdes GC GC-MS

Coluna CP-Wax 52 CB CP-Wax 52 CB
30mx0,32mmx0,25um 30mx0,25mmx0,25um

Temp. injector 250°C 250°C

Temp.detector/linha transferéncia 250°C 280°C

Temp. forno 40°C-2°C/min-180°C 40°C-2°C/min-180°C

Pressdo gés de arraste (He) 12psi 20psi

Velocidade linear gés de arraste 42.2cm/s 42,0cm/s

Razio de split 1:20 1:20

Volume de injec¢dio 0,5ul 2ud

A identificagdo foi realizada através dos métodos de adigéio de padrdes, indice
de retengdo e GC-MS.

A quantificagdo foi realizada pelo método de padronizago interna, utilizando a
4-picolina como padrdo interno (PI), considerando que todos os compostos tinham
o mesmo factor de resposta que o PI. Antes da destilagdo foi adicionado ao
material preparado uma quantidade de PI correspondente a 1ppm da massa de

cacau utilizado. As curvas de calibragdo foram estabelecidas com cinco niveis de
concentrag@o em triplicado.



EFEITO DA TECNOLOGIA POS-COLHEITA NO FLAVOUR A CACAU 31

3. Resultados e discussao

Os resultados apresentados referem-se ao estudo de sementes colhidas ao longo
de uma fermentagdo (0, 24, 48, 72, 96, 112 e 136h) e posteriormente secas ao sol e
em secador “Tromag”. Estas duas séries de sementes foram, depois, torradas e
sujeitas a andlise cromatografica. Fez-se, igualmente, a quantificagéo dos
compostos volateis em sementes ndo torradas colhidas no inicio e no fim da
fermentagdo (0 e 136h).

A Figura 1 mostra, a titulo de exemplo, o cromatograma de um extracto obtido
com sementes fermentadas e torradas. Os graficos das Figuras 2 e 3, construidos a
partir dos resultados obtidos nas amostras colhidas no inicio e no fim da
fermentag@o, permitem comparar os teores dos diferentes compostos, para os dois
tipos de secagem estudados, bem como a forma como estes sdo afectados pela
fermentacio e pela torra.

A partir destes resultados foi possivel elaborar um esquema-sintese (Figura 4)
que resume as conclusdes deste estudo e em que assentam as consideragdes a
seguir apresentadas.

3.1. Compostos volateis da semente de cacau

O estudo da composi¢dio da frac¢@o volatil das sementes de cacau “frescas”,
fermentadas e secas, e torradas permitiu quantificar 33 compostos.

Nas sementes “frescas” foram quantificados 15 compostos, cujo total
correspondeu a cerca de 8ppm nos cotilédones da semente.

Nas sementes fermentadas e secas foi possivel quantificar 21 compostos (cerca
de 60 a 70ppm dos cotilédones), 6 dos quais se terdo formado de novo durante a
fermentagdo.

Ja nas sementes torradas foram 33 os compostos volateis quantificados, o que
corresponde a cerca de 75 a 90ppm dos cotilédones. Os 15 compostos formados
exclusivamente durante a torra, a partir de precursores existentes na semente
“fresca” e produzidos durante a fermentag@o, sdo as pirazinas e o pirrolo. A torra
provocou a formagdo de muitos compostos mas também a libertagdo e a
degradagéio de outros ja existentes antes das sementes serem torradas. As sensagSes
olfactivas provocadas pelo cacau torrado devem-se a um equilibrio, proporcionado
pela torra, entre todos os compostos volateis da semente. As pirazinas
desempenhardo certamente um papel importante no flavour a cacau.

3.2. Efeito da fermentagiio na formagio dos compostos volateis

Fez-se sentir por duas vias diferentes: directamente e através da formagdo de
precursores dos compostos voldteis que se produzem durante a torra, como se
observa no esquema-sintese.
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Figura 1

Cromatograma de um extracto de sementes fermentadas e torradas
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Identificagdo dos compostos: 1=Acetato de etilo e/ou diacetil; 2=3-Metilbutanal;
3=Hexanal; 4=3-Metil-2-butanol ou 2-pentanol ; 5=Acetato de 3-metil-butanol; 6=3-Metil-
-1-butanol; 7=2-Metilpirazina; PI=Padrdo Interno (4-Picolina); 8=2,5-Dimetilpirazina;
9=2,6-Dimetilpirazina; 10=Etilpirazina + 2-heptanol; 11=2,3-Dimetilpirazina; 12=2-Etil-5-
-metilpirazina;  13=2-Etil-6-metilpirazina;  14=2,3,5-trimetilpirazina+lauraldeido  ou
nonanal; 15=2-Etil-3,6-dimetilpirazina; 16=2-Etil-3,5-dimetilpirazina; 17=2,3,5,6-Tetra-
metilpirazina; 18=2,3-Dietil-5-metilpirazina; 19=Benzaldeido; 20=Pirrolo; 21=(%)-lina-
lol+outros;  22=N#o identificado 25.6; 23=N#o identificado 26.4; 24=Fenilace-
taldeido+1-feniletanona; 25=2,5-Dimetil-3(3-metilbutil)pirazina; 26=Alcool furfurilico;
27=Acetato de 2-feniletilo; 28=I-Feniletanol; 29=Alcool benzilico; 30=2-Feniletanol;
E=Estabilizador do éter; 31=2-acetilpirrolo; 32=Nio identificado 51.5; 33=Hexadecanoato
de etilo .
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Figura 2

Comparagdo dos teores dos compostos doseados nas amostras secas ao 50l,
ndo fermentadas (0h) e fermentadas (136h), torradas e ndo torradas
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Legenda: S=secagem ao sol; t=torrado; nt=ndo torrado; 0, 136=tempo de fermentacio (horas); Compostos:
¢f figura 1.
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Figura 3

Comparagdo dos teores dos compostos doseados nas amostras secas em
secador “Tromag”, ndo fermentadas (0h) e fermentadas (136h), torradas e
ndo torradas
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Figura 4

Esquema-sintese dos compostos volateis estudados nas amostras “frescas”,

Jfermentadas e secas e torradas
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()

(b)

3.3.

(@)

(b)

Formag&o de compostos volateis durante a fermentagéo

~Durante a fermentagio formaram-se os seguintes novos compostos:
3-metil-2-butanol (ou 2-pentanol), acetato de 3-metil-butanol,
trimetilpirazina, tetrametilpirazina, (+)-linalol (+ outros), néo identificado
51.5;

—Dos compostos que ja existiam na semente “fresca” mas que aumentaram
durante a fermentagio destacam-se 0s seguintes: compostos ndo

identificados 25.6 e 26.4, 3-metilbutanal, benzaldeido e acetato de
2-feniletilo;

Formagéo de precursores de compostos volateis durante a fermentagio

—Os seguintes compostos formaram-se durante a torra a partir de
precursores que se produziram durante a fermentagio: todas as pirazinas,
o composto ndo identificado 51.5, o 3-metilbutanal e os pirrois. O estudo
da evolugdo dos compostos volateis nas sementes colhidas ao logo da
fermentagé@o e que foram torradas, mostrou que o teor destes precursores
parece ter aumentado consideravelmente entre as 24 e 48 horas de
fermentag¢@o, o0 que permite apontar este periodo como critico para a

formagdo destes compostos. Este assunto encontra-se desenvolvido em
Almeida (1999).

Os compostos volateis como indices de fermentagiio e como auxiliares
do estudo da fermentacio.

Alguns compostos (o acetato de 2-feniletilo, os compostos ndo
identificados 26.4 e 25.6, o benzaldeido, o fenilacetaldeido, a tri- e a
tetrametilpirazina) poderdo servir como indices de fermentagdo, por se
terem formado durante a féermentagdo em quantidades consideraveis.

As duas pirazinas podem ser particularmente fteis pois, nfio existindo nas
sementes “frescas”, permitirdo facilmente indicar a ocorréncia de
fermentagdo.

Parece-nos mais correcto utilizar os compostos volateis como indices de
qualidade na fermentag@o do que o indice R de Gourieva e Tserevitinov,
que evidenciou algumas limitagdes em estudos por nds realizados
(Almeida & Leitdo, 1995; Leitdo & Almeida, 1998; Almeida, 1999);

Todas as pirazinas, pirrdis e o composto ndo identificado 51.5 poderdo ser
utilizados para estudar os precursores do odor a cacau torrado.

Trata-se de compostos surgidos essencialmente por ac¢do da torra a partir
de precursores que se formaram durante a fermentagdo. Particularmente
interessantes s@o o acetilpirrolo, a 2-etil-3,6-dimetil-; a 2,3-dietil-5-metil- e
a 2,5-dimetil-3-(metilbutil)pirazina, por apresentarem perfis de curvas de
evolugiio semelhantes a da intensidade de odor a cacau (Almeida, 1999).
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3.4. Efeito do tipo de secagem nos compostos volateis

Deste estudo ressalta que:

— Maior duragfio, temperaturas inferiores e maior arejamento (condi¢des da
secagem solar) provocaram maiores perdas dos compostos mais voléteis
(caso de alguns alcoois);

—Temperaturas mais elevadas (secagem em secador “Tromag”) parece
terem provocado a destruigdo de alguns compostos (o benzaldeido e,
provavelmente, o fenilacetaldeido, o acetato de 2-feniletilo € o 2-
feniletanol). Como alguns destes compostos estdo incluidos entre os
odoriferamente mais importantes no flavour a cacau, verifica-se, mais
uma vez, a desvantagem da secagem a altas temperaturas.

3.5. Compostos odoriferos principais

A formagdo dos compostos odoriferos principais por nds quantificados (3-metil-
butanal; hexanal; trimetilpirazina, 2-etil-3,5-dimetilpirazina; 2-etil-3,6-dimetil-
pirazina; 2,3-dietil-5-metilpirazina; fenilacetaldeido e 2-feniletanol) depende de
factores muito diversos (Almeida, 1996; Almeida & Pires, 1999).

Uns foram favorecidos pela torra (pirazinas), outros pela fermentagio
(fenilacetaldeido e 2-feniletanol), outros pelas duas operagdes (pirazinas e 3-metil-
butanal) e um ndo ¢é favorecido por nenhuma delas, sendo um composto
caracteristico da semente “fresca” (hexanal).

Concluiu-se, em suma, que o odor do cacau torrado resulta de factores muito
diversos que € preciso saber conjugar, sendo que a tecnologia pds-colheita e a torra
sdo factores determinantes na formagdo daquele odor.
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