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RESUMO

SANTOS, IA. DETERMINAQAO DO TEOR DE SOLIDOS DE CACAU PARA
IDENTIFICACAO DE ADULTERACOES EM CHOCOLATES. Itapetinga-BA: UESB,
2020. 71 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de

Concentracdo em Ciéncia de Alimentos).*

A concentracdo de sélidos de cacau presente em chocolates tem ganhado destaque no
comércio atual e a informacdo referente ao teor desses constituintes tem sido alvo de
adulteracdes por proporcionarem recompensas financeiras. Objetivou-se avaliar a utilizacdo
de métodos quimicos e da espectroscopia no infravermelho associados a analise multivariada
para determinar o conteudo de sélidos de cacau em chocolates. Para controle, foram
produzidas 5 formulagfes com diferentes concentragdes de sélidos de cacau (30%, 45%, 60%,
75% e 90%) e adquiridas amostras comerciais com variadas concentracdes de solidos de
cacau. Os chocolates produzidos e comerciais foram avaliados em relacdo aos compostos
fendlicos totais, metilxantinas (teobromina e cafeina), fendlicos ((+)-catequina e (-)-
epicatequina), capacidade antioxidante e por Espectroscopia no Infravermelho Préximo (NIR)
e Médio (MIR). Os dados espectroscopicos, assim como o0s referentes aos compostos
bioativos e a capacidade antioxidante foram submetidos a técnicas multivariadas para a
separacdo de grupos caracteristicos e predicdo das quantidades de solidos de cacau. Foram
gerados gréficos de dispersdo, modelos matemaéticos de regresséo linear multipla e regressdo
por minimos quadrados parciais que foram capazes de promover a separa¢do das amostras em
grupos caracteristicos e quantificar a concentracdo de sélidos de cacau. Os resultados
evidenciaram amostras comerciais cuja concentracdo de solidos de cacau ndao condizem com a
informada no rétulo do produto. Estes resultados apontam a eficacia das técnicas utilizadas
para averiguar a veracidade das informacGes presentes nos rétulos dos chocolates com relagédo

ao teor de soélido de cacau.

Palavras-chave: CLAE; compostos bioativos; FTIR; quimiometria; Theobroma cacao.

* Orientadora: Sibelli Passini Barbosa Ferrdo, Dr2., UESB. Co-orientador: Leandro Soares
Santos, Dr., UESB.



ABSTRACT

SANTOS, ILA. DETERMINATION OF THE COCOA SOLIDS CONTENT IN
CHOCOLATES. ltapetinga-BA: UESB, 2020. 71 p. Dissertation (Master in Engineering and
Food Science, Area of Concentration in Food Science).*

The concentration of cocoa solids present in chocolates has gained prominence in the current
trade and the information regarding the content of these constituents has been subject to
adulterations for providing financial rewards. The objective was to evaluate the use of
chemical methods and infrared spectroscopy associated with multivariate analysis to
determine the content of cocoa solids in chocolates. For control, 5 formulations were
produced with different concentrations of cocoa solids (30%, 45%, 60%, 75% and 90%) and
commercial samples with varying concentrations of cocoa solids were purchased. The
produced and commercial chocolates were evaluated for total phenolic compounds,
methylxanthines (theobromine and caffeine), phenolic ((+) - catechin and (-) - epicatechin),
antioxidant capacity and by Near Infrared (NIR) and Medium (MIR). The spectroscopic data,
as well as those related to the bioactive compounds and the antioxidant capacity were
submitted to multivariate techniques for the separation of characteristic groups and prediction
of the quantities of cocoa solids. Scatter plots, mathematical models of multiple linear
regression and partial least squares regression were generated, which were able to separate
samples into characteristic groups and quantify the concentration of cocoa solids. The results
showed commercial samples whose concentration of cocoa solids does not match that
reported on the product label. These results indicate the effectiveness of the techniques used
to verify the veracity of the information present on the chocolate labels in relation to the

cocoa solid content.

Key-words: HPLC; bioactive compounds; FTIR; chemometry; Theobroma cacao.

* Advisor (a): Sibelli Passini Barbosa Ferrdo, Dr?., UESB. Co-advisor: Leandro Soares
Santos, Dr., UESB.
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Referencial Tedrico



1. Introducéo

O chocolate é um produto fabricado a partir do cacau (Theobroma cacau L.) que se
tornou um dos alimentos mais consumidos em todo mundo. Ao ser ingerido o chocolate tem a
capacidade de ativar neurotransmissores que promovem quase imediatamente uma sensacao
de bem-estar. Além disso, os chocolates com elevado teor de sélidos de cacau tem ganhado
destaque em razdo dos altos niveis de compostos bioativos provenientes das améndoas do
cacau (EFRAIM et al., 2011; TAN et al., 2019).

As metilxantinas e os compostos fenolicos sdo 0s principais compostos bioativos
presentes no cacau e em seus produtos derivados. A teobromina e a cafeina sdo as
metilxantinas que estdo em maior propor¢do no chocolate e sdo responsaveis pelo efeito
estimulante do sistema nervoso central, que aumenta a funcdo cognitiva e a atengdo. A (+)-
catequina e a (-)-epicatequina sdo os principais compostos fendlicos presentes nos produtos
derivados do cacau e também estdo relacionados a diversos efeitos fisiologicos benéficos a
salde. Estes atuam como antioxidantes naturais ajudando a reduzir o risco de
desenvolvimento de vérias doencas cronicas (ALANON et al., 2016; BATISTA et al., 2016;
QUELAL-VASCONEZ et al., 2018).

Atualmente existem diversos tipos de chocolate disponiveis para consumo e uma
tendéncia para producdo com elevados teores de cacau. A concentracdo de solidos de cacau
presente nesses produtos tem ganhado destaque nos rétulos e se tornou alvo de
guestionamentos acerca da sua veracidade uma vez que quanto maior o teor de cacau mais
oneroso o chocolate se torna. Com isso, a comercializacdo de um chocolate com menores
concentracdes de cacau do que o informado conferiria lucros ao produtor. A determinacgédo dos
sOlidos de cacau pode ser realizada por meio do monitoramento dos bioativos através de
técnicas cromatograficas (ACIERNO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018; TAN et al., 2019).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € a técnica analitica mais
amplamente empregada tanto para determinagdo de metilxantinas quanto para determinacao
de flavonoides, uma vez que permite a separacdo e quantificacdo simultanea, com elevada
precisdo e sensibilidade. Além da cromatografia, outras técnicas tém sido utilizadas para o
monitoramento de matrizes alimentares, dentre estas, a espectroscopia no infravermelho vem
ganhando destaque (NASCIMENTO et al., 2016).

A espectroscopia no infravermelho fornece uma grande quantidade de informacdes
referentes a vibracdo de grupos funcionais que constituem a estrutura quimica do produto a ser
analisado. Associada a analise multivariada vem sendo amplamente utilizada como uma
alternativa réapida e eficiente em anélises de adulteracdo em produtos de diversos seguimentos.
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Esta técnica dispensa 0 uso de reagentes quimicos e evita a geracao de residuos danosos ao meio
ambiente, além dos equipamentos serem relativamente faceis de manusear (PAVIA et al., 2010;
LOHUMI et al., 2015). A utilizacdo da espectroscopia no infravermelho para determinar de forma
rapida o teor de solidos de cacau em chocolates seria uma alternativa viavel.

Posto isso, essa dissertacdo visa estudar a determinacdo dos solidos de cacau em
chocolates e para isso foi dividida em quatro capitulos, sendo que neste primeiro é
apresentado o referencial tedrico utilizado como base para a execugdo do estudo. No segundo
capitulo sdo apresentados os objetivos norteadores da presente pesquisa, no terceiro € avaliada
a eficécia da utilizacdo da espectroscopia no infravermelho associada a analise multivariada
para determinar de forma rapida a concentragdo de solidos de cacau em chocolates. Por fim, o
quarto capitulo é dedicado a utilizacdo de técnicas convencionais que determinam o0s
compostos bioativos presentes nos chocolates associadas a analise multivariada para a

predicdo dos solidos de cacau.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Chocolate: aspectos gerais

O cacaueiro € uma planta originaria das cabeceiras do rio Amazonas, tendo se
expandido para Guianas, América Central e sul do México, dado as caracteristicas de solo e 0
clima tropical. Esta planta era cultivada pelos astecas e maias que além de consumirem 0s
frutos, preparavam uma bebida amarga chamada “Chocolat]” feita com uma mistura de
sementes torradas e trituradas com agua, milho e especiarias. Os astecas e maias acreditavam
na origem divina do cacaueiro e as sementes de cacau eram t&o valiosas que foram utilizadas
como moeda de troca, a bebida feita do fruto s6 podia ser consumida em tagas de ouro, além
do cultivo ser acompanhado de cerimonias religiosas. Em homenagem a estas crencas, 0
botanico sueco Linnaeus chamou o cacaueiro de Theobroma cacao do grego Theos=Deus e
broma=alimento (ADEYEYE et al., 2010; AFOAKWA, 2016).

O chocolate como conhecemos atualmente originou-se com o “Chocolatl” ¢ foi
modificado e adaptado ao gosto europeu. Segundo Herme (2006), na época das grandes
navegacOes maritimas, século XVI, Cristovdo Colombo levou pela primeira vez as sementes
para a Europa, e a elas ndo foi dada nenhuma importancia. Alguns anos depois, Hernando
Cortez, em suas conquistas pelo México, descobriu uma bebida feita a base de cacau e a levou
ao velho continente. Esta era considerada muito gordurosa, amarga e fria.

Em 1828, o quimico holandés Conrad Van Houtten inventou a prensa de cacau na

Holanda, o que possibilitou a remocéo de parte da gordura de cacau a partir das améndoas
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para a obtencdo de um p6é com cerca de 23% de gordura. A extracdo da gordura do cacau,
denominada manteiga de cacau, tornou possivel a producdo de um chocolate liquido,
comercialmente mais versatil que poderia ser moldado e também utilizado para cobrir outros
produtos de confeitaria. Daniel Peters em 1876, na Suica, foi o responsével pela invencéo do
chocolate ao leite em gque o cacau moido (nibs de cacau) foi processado com solidos de agucar
e leite, e o resultado foi um produto largamente produzido e consumido (MEURSING, 2009;
MINIFIE, 2012; SOUZA e BLOCK, 2018).

Atualmente, compreende-se como chocolate uma suspensdo de particulas sélidas
(aclcar, solidos de cacau e solidos de leite) em uma fase gordurosa continua, cuja
contribuicéo é essencial ndo apenas para promover a forma do produto, mas também contribui
com aroma, sabor e cor. O mesmo deve manter-se solido a temperatura ambiente e derreter
rapidamente em temperatura préxima a do corpo humano, caso contrério, podera promover
um baixo desprendimento de aroma e/ou sabor que sdo desejaveis ao consumidor (LEITE et
al., 2013; AFOAKWA et al., 2016).

O Cddex Alimentarius (1981) define chocolate como um produto homogéneo obtido
da mistura de um ou mais dos seguintes componentes: nibs de cacau, massa de cacau, torta de
cacau, cacau em po, com ou sem adicdo de manteiga de cacau e ingredientes opcionais
permitidos e/ou agentes aromatizantes. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2005) define por chocolate o produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau
(Theobroma cacao L.), massa de cacau, cacau em pé e ou manteiga de cacau, com outros
ingredientes, contendo no minimo 25% (g.100 g) de slidos totais de cacau. O produto pode
apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia variados.

De acordo com dados da Associacdo Brasileira da Indastria de Chocolates, Cacau,
Amendoim, Balas e Derivados, a producdo de chocolate esta em constante crescimento no
Brasil desde 2017 onde foram produzidos 630 mil toneladas (ABICAB, 2020). Para a
producédo de chocolate sdo necessarias etapas que iniciam desde a colheita do cacau que deve
conter quantidades suficientes de acglcar e outros substratos em quantidades adequadas para
uma boa fermentacédo. As etapas de fermentacdo e secagem das sementes de cacau, torracdo
das améndoas e conchagem do chocolate sdo de grande importancia no processamento, pois
possuem influéncia direta na composicao e formagéo do sabor caracteristico do produto final
(EFRAIM et al., 2010; SOUZA e BLOCK, 2018).

2.2 Beneficiamento das améndoas e processo de producéo do chocolate

Os primeiros estigios da producdo tradicional de chocolate iniciam com o
beneficiamento das améndoas de cacau, que compreende inicialmente 0s processos de
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fermentacdo e secagem. A fermentacdo € essencial para obtencdo de produtos de boa
qualidade, pois durante este processo ocorrem reagdes bioquimicas complexas que produzem
etanol, &cido acético e acido latico resultando na criagdo de um ambiente adequado para o
desenvolvimento dos compostos precursores do sabor caracteristico do chocolate (CRUZ et
al., 2013). O tempo necessario para esta etapa € varidvel, pois depende de varios fatores,
como o tipo de cacau, as condi¢bes climaticas, a quantidade de matéria-prima a ser
fermentada, entre outros aspectos. Durante esse processo, 0s compostos fenolicos entram em
contato com enzimas como a polifenoloxidase e glicosidases presentes nas sementes, sofrendo
reacOes de oxidacdo, complexagdes com proteinas, formacdo de compostos denominados
quinonas, que por sua vez sofrem condensacdo covalente com 0s grupos reativos de
amino&cidos, peptideos, proteinas e fibras. Dessa forma, durante essa etapa, o teor de
compostos fendlicos totais diminui cerca de 70%, e o teor de epicatequina, composto fenélico
do grupo dos flavandis, diminui cerca de 90% (EFRAIM et al., 2010; KONGOR et al., 2016).

A secagem tem como principal objetivo interromper a fermentacdo e reduzir a
umidade das améndoas de cacau, tornando-as mais estaveis ao armazenamento. Muitas das
reacbes bioquimicas iniciadas na fermentacdo continuam durante a secagem, permitindo a
reducdo do amargor, da adstringéncia e da acidez das améndoas, além do escurecimento dos
cotilédones, contribuindo com a formacéo dos precursores de sabor desejaveis de chocolate
(BECKETT, 2009; EFRAIM et al., 2010).

Apobs a fermentacdo e secagem, 0s proximos passos sdo torra e moagem. Durante a
torrefacdo das améndoas de cacau, o sabor tipico de torrado e de chocolate sdo desenvolvidos
e através das reacdes de Maillard e degradacdo de Strecker, os compostos volateis
indesejaveis (acido acético) sdo eliminados, e o teor de agua é reduzido para a faixa de 1 a
2%. As temperaturas de torrefagdo variam de 95 a 145°C, dependendo do processo,
equipamento e ainda o produto final desejado (ZYZELEWICZ et al., 2016; ZZAMAN et al.,
2016).

Ao final da torrefacdo, obtém-se o nibs de cacau e iniciam-se as etapas de
processamento do chocolate propriamente dito, as quais envolvem processos fisicos e
quimicos complexos, que determinam as caracteristicas de reologia, 0 desenvolvimento do
sabor e finalmente as propriedades de fusdo e percepgoes sensoriais (AFOAKWA, 2016). As
operacdes basicas de fabricacdo do chocolate incluem: mistura, refino, conchagem e
temperagem (HINNEH et al., 2019).

A mistura consiste em homogeneizar os ingredientes do chocolate nas proporgdes
definidas na formulacéo, até a obtencdo de uma massa homogénea e pléstica para o refino. A

mistura € comumente realizada em misturadores encamisados, que mantém a temperatura
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entre 55 e 60°C, o que contribui para conferir plasticidade a massa para que a mesma possa
ser trabalhada nas proximas etapas (VARZAKAS e TZIA, 2015).

O refino promove a redugdo do tamanho das particulas dos ingredientes tornando o
produto final macio e sem arenosidade. Para tal, o tamanho das particulas da massa refinada
ndo deve ser superior a 25 um (SOUZA, 2017). A conchagem é comumente dividida em trés
etapas (Figura 1), sendo esta de fundamental importancia para o desenvolvimento do sabor
caracteristico do chocolate.

Na primeira etapa ocorre a conchagem seca cuja finalidade é reduzir a umidade que 0s
ingredientes possuem e volatilizar os acidos organicos provenientes das améndoas torradas do
cacau. Através do cisalhamento a temperatura aumenta e a mistura entra na segunda etapa da
conchagem, onde a massa se torna pastosa. A temperatura nessa etapa deve permanecer entre
50 e 70°C (a depender do tipo de chocolate desejado) com cisalhamento e agitagéo constante
(SOUZA, 2017). Nessa etapa, diversos compostos advindos da fermentagéo e transformados
pela torrefacdo das améndoas do cacau continuam a reagir formando o aroma caracteristico do
chocolate. As particulas sélidas, tais como o0 agucar e o cacau, sdo revestidas com gordura e
dissociadas pelo atrito tornam-se arredondadas. Na Ultima etapa, parte da manteiga de cacau
previamente reservada e emulsificantes sdo adicionados para padronizar as caracteristicas
reoldgicas, como viscosidade plastica e indice de fluidez (AFOAKWA et al., 2008;
BECKETT, 2008; CAPAROSA e HARTEL, 2019).

Figura 1 — Estagios da conchagem na producdo de chocolate.
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O processo de temperagem € uma das etapas mais criticas para obtencdo de um
produto com uma forma cristalina estavel da manteiga de cacau, que sera responsavel pelas

propriedades de fusdo, snap (dureza e quebra a temperatura ambiente), brilho, resisténcia ao
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fat bloom (migracdo da gordura para a superficie do chocolate) e contracdo para desmolde do
chocolate (SILVA et al., 2017). A temperagem (Figura 2) inicia-se com o0 aquecimento do
chocolate em temperaturas préximas a 40 e 46°C permitindo a fusdo completa da fase
gordurosa. Em seguida €é feito um resfriamento controlado para a faixa de 27 a 29°C, sob
agitacdo, para induzir a cristalizacdo da gordura. Nessa etapa, além da formacdo dos cristais
desejados do tipo P, também ocorre a formacao de quantidades menores de cristais
indesejaveis que possuem temperatura de fusdo mais baixa, e sdo eliminados com um
aguecimento da massa a 30-32°C (COHEN et al., 2004).

Figura 2 — Curva de temperagem do chocolate.
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Ap0s a etapa de temperagem os chocolates sdo depositados em formas para adquirir a
forma desejada e s&o direcionados a uma mesa vibratoria evitando a formacéao de bolhas de ar
em sua superficie, sendo resfriados em seguida sob temperatura de refrigeracdo e embalados
(BECKETT, 2008; BELITZ et al., 2009). Todas as etapas para producdo de chocolate estdo

organizadas em fluxograma (Figura 3).
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Figura 3 — Etapas de fabricacdo do chocolate

Secagem Fermentagao Frutos do cacau

Torra Nibs

Manteiga de cacau Mistura Agucar ¢ leite

Refino

N\
Conchagem Lecitina

N\
Temperagem

\
Enformagem

Chocolate

Fonte: Adaptado de SOUZA et al., 2013.

2.3 Constituintes bioativos no chocolate: metilxantinas e compostos fenolicos

O consumo dos produtos derivados do cacau bem como a demanda por chocolates
com maiores teores de solidos de cacau, tem se tornado uma tendéncia no mercado atual. A
maior proporcao de cacau no chocolate, além de agradar o paladar de parte dos consumidores,
tem sido atrelada a demanda por alimentos funcionais com reducdo caldrica de agUcares e de
gorduras, ricos em constituintes bioativos como metilxantinas e compostos fendlicos
naturalmente encontrados no cacau (BATISTA et al., 2016).

O cacau e seus produtos derivados sdo ricos em metilxantinas, destacando-se a
presenca de teobromina (3,7-dimetilxantina), cafeina (1,3,7- trimetilxantina) e teofilina (1,3-
dimetilxantina), sendo que as duas primeiras encontram-se em maior quantidade. Estes
compostos sdo incolores, inodoros e capazes de conferir um gosto levemente amargo aos
produtos. Os alimentos que contem metilxantinas podem ser submetidos ao processo de torra

sem que haja reducdo significativa no teor desses compostos bioativos uma vez que 0S
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mesmos apresentam elevado ponto de fusdo. Além disso, as metilxantinas sdo altamente
soluveis em agua quente, entretanto a cafeina € mais solvel em agua a temperatura ambiente
do que a teobromina e a teofilina (EICHER et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2016).

As sementes de cacau possuem cerca de 1 a 4% de teobromina e 0,2 a 0,5% de
cafeina, sendo que a teofilina é encontrada a nivel de tracos. Devido a consideravel
estabilidade térmica das metilxantinas, sua concentracdo ndo é significativamente reduzida
nas etapas posteriores de processamento do cacau para producdo do chocolate, como
secagem, torra e conchagem, nas quais se eleva consideravelmente a temperatura
(NASCIMENTO et al., 2016).

Cada um destes compostos tem efeitos fisioldgicos semelhantes no corpo incluindo a
estimulacdo do sistema nervoso central, do musculo cardiaco e do musculo esquelético. No
entanto, a sua forca de acdo difere bastante em cada parte do corpo, bem como de individuo
para individuo (LI et al., 2012). A teobromina é a metilxantina predominante no chocolate,
sendo que sua concentracdo chega a ser 10 vezes maior do que a concentracdo de cafeina.
Este composto é considerado diurético, relaxante muscular e vasodilatador. Ao contrario da
cafeina € um estimulante suave do sistema nervoso central e também tem algumas
caracteristicas antioxidantes. A teofilina tem predominantemente efeito broncodilatador. J& a
cafeina exerce efeito estimulante sobre o sistema nervoso central, masculos cardiacos, sistema
respiratorio e secrecdo de acido gastrico (BEAUDOIN e GRAHAM, 2011; MITCHELL et al.,
2011; FRANCO et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2016).

Os compostos fendlicos ou polifendis correspondem & outra classe de bioativos
presentes em chocolates, sdo conhecidos como um dos maiores grupos de compostos
antioxidantes naturais presentes nas plantas e englobam uma ampla variedade de moléculas
capazes de transferir &tomos de hidrogénio que neutralizam a acdo dos radicais livres. Estes
correspondem a atomos, moléculas ou ions com elétrons ndo emparelhados altamente
instaveis e ativos para rea¢es quimicas com outras moléculas causando efeitos deletérios a
salde humana e aos produtos alimenticios (BREWER, 2011; FONTANA et al., 2013).

Os compostos fenolicos tém atraido muita atencdo devido a sua capacidade
antioxidante inibindo ou retardando processos oxidativos no organismo o que resulta em
possiveis implicacBes benéficas a saude humana, particularmente em relacéo a alguns tipos de
cancer, doengas cardiovasculares e outras patologias (SNYDER et al., 2011; TANAKA et al.,
2012; SILVA et al.,, 2014; BATISTA et al.,, 2016). Estes compostos sdo produtos do
metabolismo secundario das plantas e estdo envolvidos no crescimento, na reproducdo e na
protecdo contra a radiagdo ultravioleta, agentes patogénicos, parasitas e predadores

(GARCIA-LAFUENTE et al., 2014; MARTINS et al., 2015).
21



Destacam-se como antioxidantes fenolicos de fonte natural os flavonoides, os &cidos
fendlicos, os taninos e os tocoferois (ANGELO e JORGE et al., 2007). A classe predominante
de compostos fenolicos presentes no cacau pertence ao grupo dos flavonoides. Séo
pertencentes a esta, as unidades monoméricas (+)-catequina e (-)-epicatequina ou mais
comumente chamadas de flavan-3-0is ou catequinas, juntamente com as proantocianidinas
(STEINBERG et al., 2003; RUSCONI e CONTI, 2010). O nibs de cacau utilizado para a
producdo de chocolate possui alto teor de compostos fendlicos, cerca de 12-18% (peso seco),
e 95% desses sdo mondmeros ((+)-catequina e (-)-epicatequina) e oligdmeros de procianidina
(EFRAIM et al., 2011).

O chocolate comercialmente denominado de amargo € formulado com elevado
percentual de sélidos de cacau, e devido a isso, geralmente apresenta concentracGes de
catequinas maiores do que o chocolate ao leite. Deve-se levar em consideracdo, porém, que a
concentracdo destes constituintes no chocolate sdo dependentes de diversos fatores, como:
variedade genética dos frutos, procedimentos pos colheita e as etapas de processamento do
chocolate (STEINBERG et al., 2003; EFRAIM et al., 2011).

No Brasil, entre 2006 e 2008, fabricantes de chocolate de pequeno, médio e grande
porte langaram chocolates com teores acima de 50% de cacau no mercado nacional. Desde
entdo a comercializacdo e a producdo de chocolates com altos teores de solidos de cacau tem
crescido. Esse aumento na producdo esta diretamente relacionado aos beneficios conferidos a
salde humana pelos compostos bioativos presentes no chocolate, com destaque aos
compostos fendlicos ((+)-catequina e (-)-epicatequina). Apesar das catequinas ndo serem
consideradas compostos essenciais a nutricdo humana, elas contribuem para o melhoramento
da salde, ajudando prevenir diversas doencas, principalmente porque sdo consideradas
potentes antioxidantes (STEINBERG et al., 2003; EFRAIM et al., 2010; GADKARI e
BALARAMAN, 2015; ALANON et al., 2016).

2.4 Adulteracdes em chocolates

O chocolate é suscetivel as mais variadas adulteracGes cujas principais causas estao
relacionadas a substituicdo de ingredientes advindos do cacau como nibs de cacau e manteiga
de cacau. Esses ingredientes possuem compostos fitoquimicos, responsaveis por diversas
caracteristicas tecnoldgicas necessarias a producdo de chocolate e ao desenvolvimento de
atributos sensoriais (BATISTA, 2016; QUELAL-VASCONEZ et al., 2018).

A manteiga de cacau, por exemplo, € frequentemente substituida sem indicacdo no
rotulo por outras gorduras que causam alteracdo nas caracteristicas do produto final desejado

pelo consumidor (SOUZA e BLOCK, 2018). Outro tipo de adulteragdo em chocolates refere-
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se a presenca de amido de milho e farinha de soja em sua composicdo sem a indicacdo destes
no rétulo para conhecimento do consumidor (ZAMBONI et al., 1988).

Os chocolates com elevados teores de solidos de cacau tem ganhado destaque no
mercado atual pela diversidade de sabores provenientes do cacau e presenca de compostos
bioativos que conferem vantagens a salde humana. As adulteracBes sdo motivadas
principalmente por consideragfes econémicas, ou seja, obter um preco mais alto por produtos
de menor qualidade. Com essa crescente demanda por chocolates com maiores porcentagens
de sélidos de cacau, o teor indicado nas embalagens pode néo ser equivalente aos teores reais,
fazendo com que os rotulos dos chocolates comerciais tenham sua veracidade questionada
(SUN et al., 2008).

A andlise de autenticidade do chocolate é dificil devido a matriz complexa e a longa
cadeia de processamento que torna o produto acabado diferente da matéria-prima inicial, as
améndoas de cacau. Ainda assim, para determinar a quantidade de s6lidos de cacau presentes
em chocolates, sabe-se que os constituintes fendlicos sdo capazes de atuar como marcadores
quimicos e a partir desta quantificacdo o teor de cacau pode ser estimado (OLIVEIRA et al.,
2018).

2.5 Métodos convencionais

Os métodos convencionais tradicionais utilizados para a determinacdo da composicao
quimica e caracterizacdo fisico-quimica de chocolates sdo importantes porque fornecem
informagdes que sdo utilizadas para o controle de qualidade desse produto. Alguns
componentes presentes nos chocolates, como os compostos fendlicos, possuem grupos
cromoéforos que podem ser determinados por técnicas colorimétricas. Essas técnicas se
baseiam no comportamento quimico destas substancias, mas sdo incapazes de discriminar
diferentes classes de polifendis, sendo portanto, ndo especificas (ROBBINS et al., 2013).

Técnicas cromatograficas tem sido preferencialmente utilizadas para a obtencéo de
resultados mais especificos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica
analitica mais empregada tanto para determinacdo de metilxantinas quanto para determinacéo
de flavonoides, uma vez que permite a separacdo e quantificacdo simultanea, com elevada
preciséo e sensibilidade (WOLLGAST e ANKLAM, 2000).

As determinacBes de constituintes presentes em chocolates também podem ser
utilizadas para detectar adulteracGes e contaminantes (ZAMBONI et al., 1988; MAN et al.,
2005). Entretanto, métodos classicos como titulagdo, colorimetria e cromatografia exigem
tempo e recursos humanos intensivos, além de utilizarem comumente reagentes onerosos que

em muitos casos ocasionam prejuizos ao meio ambiente (SILVA e COLLINS, 2011). A
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Espectroscopia no Infravermelho tem sido extensamente estudada por ser um método rapido e
econdmico, dispensando o uso de reagentes (SOUZA e POPPI, 2012). Aliada a anélise
multivariada de dados, surge como uma alternativa para estimar diversos compostos de

interesse.

2.6 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia é comumente descrita como a interacdo de qualquer tipo de radiacao
eletromagnética com a matéria. A energia da radiacdo infravermelha pode provocar transi¢coes
vibracionais e rotacionais. As transi¢des rotacionais sdo aquelas em que a molécula se move
em torno de seu centro de gravidade, enquanto nas transi¢fes vibracionais cada atomo se
move individualmente com relacdo aos demais atomos (SKOOG et al., 2002).

Estas vibragdes moleculares podem ser classificadas em deformagdes axiais (ou de
estiramento) e deformagdes angulares (ou dobramento) de grupos funcionais. Uma vibracéo
de deformacdo axial € um movimento ritmico ao longo do eixo da ligacdo que faz com que a
distancia interatdmica aumente e diminua alternadamente. As vibracdes de deformacao
angular correspondem a varia¢des ritmadas de ligacGes que tem um atomo em comum ou 0
movimento de um grupo de atomos em relacdo ao resto da molécula sem que as posicdes
relativas dos atomos do grupo se alterem (SILVERSTEIN, 2007). As frequéncias e
intensidades dos picos ou bandas exibidas no espectro de um composto que absorve no
infravermelho sdo distintas e, tendo-se em vista que moléculas com grupos funcionais
distintos apresentam diferentes modos vibracionais, pode-se utilizar este fendmeno tanto para
caracterizacdo quanto para quantificacdo de componentes (PAVIA et al., 2010).

Além da sensibilidade para identificar grupos funcionas, as técnicas de espectroscopia
no infravermelho sdo rapidas e se tornaram importantes ferramentas para lidar com uma
ampla gama de questbes relacionadas a diversas &reas do conhecimento. Propriedades
espectroscopicas, como absorbancia, podem fornecer informacdes sobre a identidade,
concentracdo, energia, conformacédo ou dindmica das moléculas (PARSON, 2007).

A radiacdo eletromagnética no infravermelho corresponde a regido do espectro
eletromagnético situada na faixa de nimero de onda que varia de 14290 cm™ a 200 cm™. Esta
é dividida em trés regides: o infravermelho préximo (NIR), que compreende entre 780 a
2500nm (14290 a 4000cm™), o infravermelho médio (MIR), correspondendo & escala de 2500
a 50000nm (4000 a 200cm™) e infravermelho distante (FIR), de 50 a 1000um (SKOOG et al.,
2002).

A regido espectral do infravermelho distante, potencialmente muito Util, teve seu uso

limitado devido a dificuldades experimentais. As fontes dessa radiacdo sédo notoriamente
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fracas e sdo ainda mais atenuadas pela necessidade de filtros de selecdo que precisam ser
usados para evitar que outras radiagdes causem interferéncias. Com o passar dos anos essas
limitagGes foram reduzindo, no entanto, 0 NIR e o MIR tornaram-se frequentemente mais
utilizados (SKOOG et al., 2002).

Um dos maiores apelos para utilizacdo dessas tecnologias incluem a rapidez das
analises, auséncia de preparacdo de amostras, simplicidade de procedimento e melhor
repetibilidade em comparacéo ao tradicional método de analises quimicas (MARTIN-DEL-
CAMPO et al., 2007).

2.6.1 Espectroscopia no infravermelho préximo

O uso primario da espectroscopia no infravermelho proximo NIR relaciona-se com a
quantificacdo de compostos contendo grupos funcionais constituidos de hidrogénio ligado a
carbono, nitrogénio e oxigénio. A espectroscopia NIR baseia-se em absorc¢des de energia por
parte das ligacOes existentes nas moléculas de uma amostra que sdo causadas por trés
mecanismos diferentes: sobreposi¢des de vibragbes fundamentais; combinacgdes de vibracdes
fundamentais e ainda absorcdes eletronicas, gerando no espectro NIR bandas de absor¢do com
baixa seletividade. Estas bandas possuem uma menor absortividade quando comparadas com
a espectroscopia MIR. Ainda assim, as aplicacBes da espectroscopia NIR abrangem diversas
areas e tem fornecido resultados satisfatorios para quantificar e identificar compostos
(SKOOG et al., 2002).

A intensidade de radiacdo que € refletida da superficie da amostra e analisada como
uma funcdo de comprimento de onda € usualmente apresentada como espectro de
absorbancia. Como a intensidade de uma banda de absor¢édo € proporcional a concentracdo do
componente que causa esta banda, a quantidade de um composto existente numa amostra
pode ser determinada através de uma curva de calibracdo construida a partir de amostras com
concentra¢Bes conhecidas do composto em questdo, através de uma analise multivariada
devido ao elevado numero de varidveis obtidas num espectro NIR (ALMEIDA, 2009;
PAVIA, 2010).

O desenvolvimento de modelos preditivos baseados na analise de amostras referéncia
tem se difundido. A correlacdo dos dados espectrais com caracteristicas quimicas e fisicas
constituem a etapa da calibracdo que ira gerar um modelo de predi¢do. Essas equacBes de
predicdo possibilitam a determinacdo dos parametros em estudo de novas amostras sem a
necessidade de que estas sejam avaliadas no laboratério (FILHO, 2003; SOUZA et al., 2011).

Sunoj et al. (2016) estudando a eficdcia do NIR em prever através da calibracdo

multivariada indice de fermentacdo, pH e compostos fenodlicos em améndoas de cacau
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também obtiveram modelos de predicdo que indicaram resultados precisos para estes
indicadores de qualidade. Quelal-Vasconez et al. (2018) a partir do uso do NIR combinados
com analise multivariada identificaram e determinam a quantidade de cacau em po6 presente

em uma mistura adulterada de cacau em p6 com farinha de alfarroba.

2.6.2 Espectroscopia no infravermelho médio com Transformada de Fourier

A Anélise de Espectroscopia no Infravermelho médio com Transformada de Fourier
(FTIR) pode ser definida como uma técnica que permite obter informagdes fisicas e quimicas
sobre estrutura molecular, niveis de energia e ligacGes quimicas de compostos presentes em
determinado material estudado. Esta técnica estuda a interagdo entre a radiacdo
eletromagnética e a matéria, com o objetivo de avaliar as ligacdes quimicas, sendo muito
utilizada nas determinagdes qualitativas e quantitativas das espécies organica e inorganica,
como também no controle do processo de separacdo e acompanhamento de reagdes. A esta
técnica pode-se adicionar o acessorio de Reflexdo Total Atenuada (ATR), que obtém
espectros rapidos para uma ampla variedade de tipos de amostras com um minimo de
preparacdo possivel (SKOOG et al., 2002; DOMINGO et al., 2015).

A espectroscopia no infravermelho médio é uma técnica robusta e reprodutivel, o que
permite a medicdo de pequenas variagbes dos componentes de uma amostra. Quando
comparada com o NIR, possui sinais mais bem definidos, mais seletivos e de maior
intensidade o que permite a deteccdo de componentes em concentragdes mais reduzidas. Na
analise de amostras menos complexas é possivel inclusive encontrar nimeros de ondas mais
seletivos, que permitem desenvolver modelos de calibragdo univariados, ao contrario do que
acontece com o uso do NIR. Esta técnica € comumente empregada para avaliar adulteracdes
em diversos produtos alimenticios, como manteiga de cacau, chocolate e para determinar a
qualidade das améndoas de cacau (BATISTA et al., 2016; THERMO, 2019).

Man et al. (2005) utilizando o FTIR-ATR combinado com a regressdo linear por
minimos quadrados parciais (PLS) concluiram que foi possivel determinar o teor de banha
guando misturado com manteiga de cacau em chocolates.

Batista et al. (2016) utilizaram o FTIR e determinaram o contetudo fendlico total,
capacidade antioxidante e os teores de cafeina e teobromina em amostras de chocolate e
concluiram que a técnica espectroscopica € indicada para avaliar antioxidantes e quantificar
parametros fenolicos presentes em derivados do cacau de uma maneira rapida e confiavel.

Hu et al. (2016) concluiram que o FTIR-ATR pode ser utilizado para quantificar e

prever a capacidade antioxidante, compostos fendlicos e concentracdo de catequina em
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chocolate, sendo esta uma técnica rapida e que reduz custos com reagentes e tempo com

obtencéo de resultados precisos e iguais aos obtidos com analises quimicas demoradas.

2.7 Andlise Multivariada de dados

A estatistica multivariada € comumente definida como um conjunto de métodos
estatisticos utilizados em situagcdes nas quais varias variaveis sdo medidas simultaneamente
(MINGOTI, 2005). E importante destacar que a analise multivariada vem sendo amplamente
utilizada uma vez que a estatistica univariada tornou-se limitada em estudos que pretendem
avaliar, simultaneamente, muitas variaveis (SOUZA et al., 2011).

Na calibracdo multivariada, busca-se estabelecer um modelo que relacione uma série
de medidas (quimicas ou espectrais) realizadas em amostras com uma determinada
propriedade. Dessa forma, os métodos de analise multivariada, em se tratando do emprego de
técnicas espectroscopicas no infravermelho, possibilitam manipular dados de absorbancia
espectral associados a mais de uma frequéncia ao mesmo tempo, sendo possivel modelar
propriedades quimicas e fisicas de amostras a partir de seus dados espectroscopicos
(NICOLAOQU et al., 2010; BOTELHO et al., 2015).

Com base nisso, quando aplicada & &area de alimentos e associada a métodos
instrumentais, a analise multivariada possibilita 0 agrupamento de amostras desconhecidas,
podendo fornecer ainda informag6es de composicédo, propriedades fisicas e sensoriais (INON
et al., 2004; SOUZA et al., 2011).

2.7.1 Analise de componentes principais

A andlise de componentes principais (ACP) é uma das técnicas multivariadas mais
utilizadas, uma vez que promove a redugdo da dimensionalidade de conjuntos de dados
complexos mantendo o méaximo de informacges originais possiveis. Através dessa técnica, um
conjunto de variaveis que sdo correlacionadas é transformado em um novo conjunto de
variaveis ortogonais chamadas componentes principais, de modo que a maior quantidade
possivel da variacdo total dos dados observados seja relatada por um pequeno ndmero de
componentes principais (LYRA et al., 2010).

Os componentes principais sdo obtidos em ordem decrescente de maxima variancia.
Dessa forma, o componente principal 1 é a combinacdo linear de maior variancia, detendo
mais informacao dos dados originais que o componente principal 2, que por sua vez tem mais
informacdo que o componente principal 3, e assim sucessivamente (MINGOTI, 2005;
SOUZA e POPPI, 2012). Ao se realizar uma analise de componentes principais, espera-se que

quase a totalidade das informagBes das varidveis originais esteja guardada nos primeiros
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componentes principais promovendo uma simplificacdo estrutural dos dados, ao mesmo
tempo em que preserva ao maximo as informagdes originais (PEREIRA e PEREIRA, 2004;
PACHECO et al., 2013).

A reducdo da dimensionalidade proporcionada pela ACP faz com que as amostras
passem a ser pontos localizados em espacos de dimensBes reduzidas definidos pelas
componentes principais, por exemplo, bi- ou tridimensionais o que permite uma visualizacédo
geral das amostras facilitando a realizacéo de inferéncias a respeito de algum fenémeno, sobre
todo o grupo de varidveis (FERREIRA, 2011). A importancia da ACP esta relacionada ainda
com sua capacidade de identificar outliers, amostras responsaveis por maiores varia¢oes entre
os dados (SOUZA e POPPI, 2012).

A ACP foi utilizada por Filho (2009) para realizar um estudo preliminar da estrutura
dos dados espectrais originadas de 3 tipos de chocolate (escuro, branco e ao leite). As duas
primeiras componentes principais, CP1 e CP2, foram capazes de representar 98,41% da
variacdo total dos dados e permitiram que o0s autores observassem que os chocolates amargos
avaliados formaram grupos visivelmente distintos dos chocolates ao leite e brancos.

Quelal-Vasconez et al. (2019) objetivando determinar o teor de casca de cacau em
cacau em po, por meio de espectroscopia e andlise multivariada, utilizaram a ACP para
identificar a formacdo de grupos em seu conjunto de dados e para encontrar e remover
outliers. Um total de 98% da variancia dos dados foi explicada pelos dois primeiros
componentes principais. As amostras de casca de cacau foram claramente separadas das
restantes e as amostras de cacau em po6 contendo porcentagens elevadas de casca de cacau

(40%) ficaram visualmente mais préximas das amostras de casca de cacau.

2.7.2 Regressdo por minimos quadrados parciais

A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS, Partial Least Squares) € um
método de calibracdo multivariada bem conhecido da comunidade cientifica, foi desenvolvido
na década de 1960 por Herman Wold, como uma técnica econométrica, mas seus maiores
defensores sdo engenheiros quimicos. E amplamente aplicada em calibracio de
espectrometria, no monitoramento e controle de processos industriais, em que um processo
pode ter centenas de variaveis controlaveis e dezenas de saidas. Outras aplicagdes foram em
medicina, psicologia e agropecuaria, entre outras areas (TOBIAS, 1995; GARCIA et al.,
2015).

A PLS é uma poderosa ferramenta que relaciona uma ou mais variaveis resposta com
diversas variaveis independentes, baseada no uso de fatores ou varidveis latentes visando

utilizar combinagOes lineares das varidveis que predizem a anélise, em vez de usar as
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variaveis originais (PERALTA-ZAMORA et al., 1997; VARMUZA e FILZMOSER, 2016).
Na PLS as variaveis que apresentam maior correlagdo com as variaveis de resposta sdo
atribuidas maior peso, pois segundo o modelo elas serdo mais eficazes na previsao
(CALEGARI et al., 2019).

Este método admite com eficiéncia trabalhar com conjuntos de dados onde haja
variaveis altamente correlacionadas e que apresentam ruido aleatorio consideravel. Na PLS a
calibracdo multivariada € realizada utilizando a informac&o do espectro inteiro para construir
um modelo da regressao, relacionado a propriedade de interesse, 0 que aumenta a robustez do
modelo, por esta razdo é chamado de método full-spectrum (BORIN e POPPI, 2005).

Os modelos de calibracdo multivariados apds determinados podem prever novas
propriedades analiticas de um novo conjunto amostral. Estes devem ser avaliados para que
realmente apresentem certa confiabilidade e validade, isto se da através da verificacdo de
alguns parametros como coeficiente de correlacdo, erros padrbes de calibragdo, validagéo,
predicdo externa e interna cruzada (FERREIRA et al., 1999; KONZEN, et al., 2003).

Teye et al. (2014) fizeram uso da PLS para identificacdo rapida de améndoas de cacau
fermentados e ndo fermentados, onde o modelo construido apresentou um coeficiente de
correlagéo de 99% no conjunto de dados referentes ao treinamento e 98% para o conjunto de

predicdo.
2.7.3 Regressdo linear multipla

A analise de regressdo ¢ uma das ferramentas mais empregadas para a analise de
dados, sendo adotada em praticamente todas as areas do conhecimento. A andlise de regressdo
multipla (RLM) é uma técnica estatistica que tem o objetivo de obter uma equacéo
matematica que pode ser usada para analisar a relacdo entre uma Unica variavel dependente
(critério) e varias variaveis independentes (preditoras) (HAIR JR. et al., 2010 ).

O intuito da andlise de regressdo mdaltipla é usar as variaveis independentes cujos
valores sdo conhecidos para predizer o valor dependente Unico selecionado pelo pesquisador.
Cada variavel independente é ponderada pelo procedimento de analise de regressdo para
garantir a previsdo maxima do conjunto de varidveis independentes. Os pesos denotam a
contribuicdo relativa das varidveis independentes para a predicdo global e facilitam a
interpretacdo quanto a influéncia de cada varidvel em fazendo a predicdo. A RLM apresenta
um desempenho semelhante a PLS, mas gera um modelo mais simples e requer que o nimero

de amostras seja maior que o numero de variaveis. Essa técnica também é (til para selecionar
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as variaveis significativas (variaveis preditoras) que contribuem para uma melhor descricédo
do modelo (FILHO, 2009; HAIR JR. et al., 2010).

Filho (2009) utilizou RLM juntamente com a espectroscopia no infravermelho
préximo para predizer de forma rapida a concentracdo de sacarose em chocolate branco,
amargo e ao leite. O modelo construido apresentou um desempenho excelente com baixos
erros de previsdo 0 que sugere que possa ser usado para determinar o teor de sacarose em

chocolates dispensando a utilizacdo de analises quimicas.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Determinar por meio de dados espectroscépicos no infravermelho e métodos

convencionais aliados a analise estatistica multivariada a concentracdo de solidos de cacau

presentes em amostras de chocolate.

1.2 Objetivos especificos

- Produzir chocolates com diferentes concentracdes de sélidos de cacau (30%,
45%, 60%, 75% e 90%);

- Adquirir amostras comerciais de chocolates com variadas concentragfes de
solidos de cacau;

- Obter dados de absorbancia a partir do NIR e MIR das amostras de chocolate;

- Determinar a capacidade antioxidante, o contetdo de compostos fendlicos
totais, as metilxantinas (teobromina e cafeina) e as catequinas ((+)-catequina e (-)-
epicatequina) dos chocolates;

- Aplicar a técnica de ACP e PLS utilizando os dados do NIR e MIR para
promover a separacdo das amostras em seus grupos caracteristicos de acordo com a
porcentagem de sélidos de cacau e quantificar os mesmos;

- Aplicar a técnica de ACP e RLM utilizando os dados referentes a capacidade
antioxidante, compostos fendlicos totais, metilxantinas e catequinas para promover a
separacdo das amostras em seus grupos caracteristicos de acordo com a porcentagem de
solidos de cacau e quantificar os mesmos;

- Obter modelos matematicos capazes de identificar de maneira rapida o

contetdo de solidos de cacau em amostras comerciais.
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APLICACAO DE ESPECTROSCOPIA NIR E MIR PARA RAPIDA DETECCAO DE
ADULTERACAO DO TEOR DE CACAU EM CHOCOLATES

Ingrid Alves Santos?, Daniele Gomes Conceigdo?, Marilia Borges Viana?, Grazielly de Jesus

Silva?, Leandro Soares Santos?, Sibelli Passini Barbosa Ferrdo?

®Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos (PPGECAL),
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Itapetinga, Bahia, Brasil

Resumo

A Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR) e Médio (MIR) associada a técnicas
quimiométricas foram utilizadas para determinar o teor de sélidos de cacau em chocolates e
verificar possiveis adulteragdes. Para controle, foram produzidas 5 formulac@es de chocolates
com diferentes concentracdes de solidos de cacau (30%, 45%, 60%, 75% e 90%) e adquiridas
110 amostras comerciais com variadas concentracBes de solidos de cacau (30-88%). Os
chocolates produzidos e comerciais foram avaliados por NIR e MIR. Os dados
espectroscopicos foram submetidos as técnicas multivariadas de Analise de Componentes
Principais (ACP) e Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS). Para ambas as técnicas
de espectroscopia a ACP das 5 formulagGes formaram grupos distintos com relagdo aos
solidos de cacau e as amostras comerciais apresentaram um padrdo de comportamento
semelhante as amostras produzidas. Para PLS as equagdes de regressdo apresentaram alta
capacidade preditiva com coeficientes de correlacéo acima de 90 e baixos valores de RMSE,
0,70 e 1,22 para NIR e MIR, respectivamente. Estes modelos foram capazes de predizer o
conteldo de sélidos de cacau dos chocolates e destacaram, aproximadamente, 14% das
amostras comerciais como possiveis produtos adulterados. A aplicacdo espectroscopia no
infravermelho associada a analise multivariada mostrou-se uma ferramenta eficaz na

identificagdo do teor de solidos de cacau em chocolates.

Palavras-chave: Autenticidade, quimiometria, Theobroma cacao.
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1. Introducéo

O chocolate, dependendo da sua variedade, pode ser definido como uma suspenséo de
particulas s6lidas do agUcar, do cacau e do leite em po, dispersos em uma fase continua de
gordura (AFOAKWA, 2016). Apresenta caracteristicas sensoriais Unicas como apresentar-se
solido em temperatura ambiente e fundir na boca durante a degustacdo (LUCCAS et al.,
2014). O chocolate é capaz de evocar uma série de estimulos ativadores dos centros de prazer
do cérebro humano gerando bem-estar imediato. Esse produto também é uma importante
fonte de compostos bioativos, 0 que satisfaz a crescente preocupacdo atual de parte dos
consumidores por beneficios a saude, e o tornaram um produto apreciado mundialmente e
consumido em todos 0s segmentos sociais por pessoas de diferentes faixas etarias.

Existe uma ampla variedade de chocolates disponiveis para consumo que sdo obtidos
através de diferentes proporcGes dos ingredientes e distintos processamentos. O resultado sdo
produtos capazes de agradar diferentes paladares contendo tanto um maior conteudo de
solidos de cacau quanto uma maior proporcdo de acucar. O mercado consumidor apresenta
tendéncias direcionadas a valorizacdo do cacau em razdo das suas conhecidas propriedades
sensoriais e bioativas. Tal afirmativa é sustentada pelo surgimento e crescimento dos
movimentos bean to bar e tree to bar que tem valorizado a producdo artesanal de chocolates
com menor adi¢édo de ingredientes diferentes aos oriundos do cacau e que objetivam ressaltar
a diversidade de estilos e sabores empregados ao chocolate a partir do cacau utilizado
(ENGESETH e PANGAN, 2018; OLIVEIRA et al., 2018).

As caracteristicas fitoquimicas, tecnoldgicas e sensoriais advindas do cacau tornam 0s
chocolates alvo de adulteracGes, uma vez que a comercializagdo de um produto com menor
concentracdo de sélidos de cacau em sua formulacdo, mas com informacdes de venda de um
maior teor, traz recompensas financeiras ilicitas (SUN et al., 2008; EFRAIM et al., 2011;
BATISTA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018). A verificagdo da autenticidade e a deteccdo
de adulteracfes sdo questfes cada vez mais importantes para a industria de alimentos. Para
isso, técnicas estdo sendo estudadas com o intuito de identificar as discrepancias existentes
entre as informacdes contidas nos rotulos dos produtos e sua real formulacdo (QUELAL-
VASCONEZ et al., 2018).

Aplicagdes de técnicas analiticas com o objetivo de identificar o contetdo de sélidos
de cacau em chocolates sdo escassas. Entre as técnicas existentes a espectrometria de massas
mostrou-se eficiente para predizer o conteddo de sélidos de cacau utilizando como
marcadores quimicos (+)-catequina e (-)-epicatequina (OLIVEIRA et al., 2018). No entanto,

atualmente existe uma demanda por metodologias alternativas confiaveis e rapidas que sejam
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capazes de abordar essa questdo. O uso de técnicas espectroscopicas que apresentam
resultados de facil obtencdo e que dispensam a utilizacdo de reagentes quimicos, como a
espectroscopia no infravermelho (IR), poderia ser uma excelente alternativa.

Na espectroscopia no infravermelho a vibragdo de grupos funcionais que fazem parte da
estrutura dos constituintes quimicos ddo origem a espectros caracteristicos. O potencial desta
técnica nas regides do IR proximo (NIR) e médio (MIR), associado a técnicas estatisticas
multivariadas que auxiliam na extracdo e interpretacdo de conjuntos de dados extensos e
complexos, tem sido exploradas para discriminar a qualidade, identificar origem, fraude,
quantificar compostos de interesse e avaliar a capacidade antioxidante em cacau e seus
produtos derivados (MAN et al., 2005; FILHO, 2009; CAMBRAI et al., 2010, TEYE et al.,
2014; KRAHMER et al., 2015; BATISTA et al,, 2016; HU et al., 2016; QUELAL-
VASCONEZ et al., 2018; QUELAL-VASCONEZ et al., 2019).

Assim, objetivou-se utilizar a espectroscopia NIR e MIR associada a anélises
multivariadas para determinar a concentragdo de sélidos de cacau em chocolates e verificar

possiveis adulteragdes em amostras comerciais.

2. Material e metodos
2.1 Producéo dos chocolates

Foram processadas cinco formulacdes de chocolate com diferentes concentracfes de
solidos de cacau: 30%, 45%, 60%, 75% e 90% a fim de obter uma faixa de representagéo para
amostras comerciais. As porcentagens de lecitina de soja, leite em pd e manteiga de cacau
permaneceram fixas, enquanto os teores de agucar e nibs de cacau variaram de acordo com a
formulagdo (Tabela 1). Foram produzidas 4 repeti¢cOes de cada formulagdo, perfazendo um

total de 20 unidades experimentais.

Tabela 1- Formulacdes utilizadas para o desenvolvimento dos chocolates.

Ingredientes

Formulagbes Nibs Mag;i'gj de Leite em po Acucar Lecitina
30% 22% 8% 7% 62,6% 0,4%
45% 37% 8% 7% 47,6% 0,4%
60% 52% 8% 7% 32,6% 0,4%
75% 67% 8% 7% 17,6% 0,4%
90% 82% 8% 7% 2,6% 0,4%

O nibs de cacau adquirido (cacau Forasteiro variedade Parasinho, Floresta Azul, BA,

Brasil), foi produzido a partir da améndoa do cacau, que apds atingir um indice de
42



fermentacdo de 87% foi submetida a secagem até umidade de 7% e posterior torra em dois
estagios: 100°C por 1h e 50 min; e 120°C por 20 min até atingir uma umidade final de 2%,
conforme informacgdes do fabricante.

O nibs de cacau, o agucar refinado (Unido, Araquari, SC, Brasil) e o leite em po
integral (Nestlé, Iltuiutaba, MG, Brasil) foram transferidos para um equipamento de
multifuncdes Melanger (Spectra 11, Coimbatone, india). Neste equipamento foram realizadas
as operacOes de mistura dos ingredientes, refino e conchagem, onde a massa de cada
formulagdo permaneceu por 24 horas. Apos 4 horas de refino, metade da manteiga de cacau
(Barry Callebaut, Ilhéus, BA, Brasil) foi acrescentada nas formulag@es e o restante apds 10
horas. A lecitina de soja (Tradal Brazil Comp. Imp. e Exp. Ltda, Sdo Paulo, Brasil) foi
adicionada aproximadamente 2 horas antes da finalizagdo da conchagem.

A massa conchada foi conduzida para o processo de temperagem, em temperadeira
mini chocomachine (Finamac, S&o Paulo, Brasil), onde permaneceu por 1h e 30 min em
constante agitacao, até o resfriamento a 29°C, para finalizacdo da temperagem do chocolate.
Posteriormente, foi realizado o reaquecimento da massa a temperaturas proximas de 31°C -
33°C para que os cristais instaveis formados fossem fundidos. Essa massa obtida da témpera
foi transferida para formas de policarbonato para moldagem dos chocolates e colocadas a
temperatura de 8°C por 12 horas. Apos resfriados, os chocolates foram embalados e

armazenados sob temperatura de 18°C.

2.2 Obtencado das amostras comerciais

Foram adquiridas 110 amostras de chocolate de diferentes marcas em
estabelecimentos comerciais. A concentracdo de cacau informada no rotulo dessas amostras
variou de 30% a 88%. Destas 110 amostras, 83 foram produzidas no Brasil, 15 na Suica, 3 na
Alemanha, 2 na Holanda, 2 na Poldnia, 1 em Portugal, 1 nos Estados Unidos, 1 nos Emirados
Arabes Unidos, 1 na Italia e 1 na Bélgica. Para facilitar a interpretaco dos resultados, as
amostras foram divididas em grupos, das 110, 19 apresentavam uma varia¢do de solidos de
cacau de 30% a 44%, 20 de 45% a 59%, 48 de 60% a 74% e 23 de 75% a 88%.
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2.3 Aquisic¢oes dos espectros

2.3.1 Espectroscopia no infravermelho préoximo (NIR)

Os espectros das amostras de chocolate produzidas e comerciais foram coletados em
espectrometro NIR (SpectraStar 2500XL, Unity Scientific, Brookfield, CT, EUA) equipado
com uma lampada de halogénio de tungsténio como fonte de luz, um detector de arseneto de
indio-galio (InGaAs). Os sinais foram gerados no modo de refletancia (%R) e transformados
em absorbancia usando log 1/R. As amostras foram inseridas no copo de amostras e
digitalizadas no intervalo de 1100 a 2500 nm em intervalos de 1 nm. Cada ponto é a
pontuacdo media de 64 varreduras com 1400 pontos. Durante a analise, a temperatura foi
mantida em torno de 18°C no ambiente. O software Unity InfoStar V3.11.3 foi usado para
configuracdo, controle e aquisicdo de dados do espectrometro. Trés medidas foram adquiridas
para cada chocolate, a media destes espectros foi usada para a realizagcdo das analises

estatisticas.
2.3.2 Espectroscopia no infravermelho médio (MIR)

Os espectros foram obtidos em equipamento de infravermelho médio, FTIR-ATR (Cary
630 FTIR, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA), equipado com célula de
reflectancia total atenuada (ATR). Antes de cada coleta foi realizada uma leitura do espectro
de fundo (background). Em seguida 0,5 g das amostras foram colocadas individualmente
sobre o compartimento do acessorio onde incidem os raios na faixa do infravermelho (cristal
de diamante), sendo obtidos os espectros no modo de absorbancia. Durante a anélise, a
temperatura foi mantida em torno de 18°C no ambiente. Todas as repeti¢cGes de cada amostra
foram avaliadas na regido espectral com nimero de onda de 4000 cm™ a 600 cm™. Trés
medidas foram adquiridas para cada chocolate e a média destes espectros foi usada para a
realizacdo das analises estatisticas.

2.4 Analises estatisticas

2.4.1 Pré-processamentos dos dados espectroscopicos

Os dados espectroscopicos obtidos no NIR e FTIR-ATR foram primeiramente pré-
processados para corrigir qualquer possivel falta de homogeneidade 6tica devido ao tamanho
das particulas. Para esta correcdo, utilizou-se a variagdo normal padrdo (standart normal

variate — SNV) onde cada espectro € corrigido individualmente de acordo com o resultado do
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desvio padrédo individual (FILHO et al., 2009). Os dados foram pré-processados usando o
programa Chemostat (HELFER et al., 2015).

2.4.2 Analise de componentes principais (ACP)

A andlise de componentes principais (ACP) foi usada para identificar as inter-relacfes
entre as amostras e 0s possiveis agrupamentos, selecionar os dados experimentais adequados
para a constru¢cdo do modelo e identificar e eliminar os valores extremos. O nimero de
componentes principais foi escolhido pela avaliacdo da variancia cumulativa, onde foram
escolhidos os primeiros componentes principais (PC’s), acumulando um percentual de
variancia maior que 70%. A Analise foi realizada no software Statistical Analysis System
(SAS), versdao University Edition, utilizando os procedimentos PROC PRINCOMP e PROC
CORR. Utilizou-se como variaveis para ACP os valores de numeros de onda onde ocorriam
as maximas absorbancias dos picos formados nos espectros das amostras. Os graficos de
dispersdo dos coeficientes de correlagdo entre as varidveis e CP’s foram realizados no
programa OriginPro, versdo 8.0, no espaco bimensional.

2.4.3 Regressdo por minimos quadrados parciais (PLS)

A regressdo por minimos quadrados parciais utiliza a informacéo contida na matriz de
dados X (espectro completo) e a matriz resposta Y (concentracdo de sélidos de cacau) para
obtencdo das novas varidveis, que sdo denominadas varidveis latentes, componentes ou
fatores. Os dados obtidos com NIR e FTIR-ATR foram utilizados para construir o modelo de
regressdo. O numero de variaveis latentes nos modelos foi selecionado de acordo com o
método proposto no software. O teste T2 foi usado para determinar se dois valores de PRESS
eram significativamente diferentes. Se ndo houve diferenca significativa foram escolhidos
mais modelos parcimoniosos e apenas comparados aqueles com menos fatores que o0 modelo
minimo do PRESS. Utilizou-se como variaveis os valores de absorbancia do espectro
completo.

O desempenho dos modelos PLS obtidos foram avaliados de acordo com a raiz
quadrada do erro médio (RMSE), o coeficiente de correlagio (R?), a relacio de desempenho
para desvio (RPD) e razdo de erro de intervalo (RER) (LIMA et al., 2020). A Analise foi
realizada no software Statistical Analysis System (SAS), versdo University Edition.

Apos a escolha do nimero de variaveis latentes, os modelos gerados foram utilizados

para verificar a autenticidade de amostras comerciais de chocolate.
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3 Resultados e discusséo
3.1 Caracteristicas dos espectros obtidos no NIR e MIR

Os espectros pré-processados obtidos no NIR e MIR com as absorbancias médias dos
chocolates contendo diferentes concentracGes de solidos de cacau estdo apresentados nas
Figuras 1 e 2, respectivamente.

Os espectros obtidos com NIR evidenciaram 10 bandas principais de absor¢do que
estdo associadas a grupos funcionais que variaram de intensidade de acordo com a
concentracdo de cacau das amostras. Estes grupos funcionais séo comumente associados a
macromoléculas o que permite a interpretacdo do espectro em termos de composicdo. Nota-se
que no NIR, com o aumento dos sélidos de cacau (Figura 1), 0s espectros apresentaram um
padrdo similar, diferindo apenas no aumento da intensidade das absorbancias nas regides
1210nm, 1728nm, 1762nm, 2311nm e 2347nm (vibracbes C-H e C-Hz) cujos grupos
funcionais estdo associados a lipideos e em 1939nm (vibragcdes O-H) associados a agua e
proteinas. Ocorreu ainda a reducdo da intensidade das bandas localizadas em 1437nm,
1503nm, 1581nm, 2076nm (vibragbes C-H e O-H) relacionadas a carboidratos em razdo do
aumento dos solidos de cacau e reducdo do aclcar nas formulagGes (DAVIES et al., 1991;
FILHO, 2009; LOPEZ et al., 2017; QUELAL-VASCONEZ et al., 2019).

Os espectros obtidos com o FTIR-ATR evidenciaram 18 bandas principais de
absorcao referentes aos modos vibracionais de diferentes grupos funcionais presentes nas
amostras de chocolate. O aumento dos solidos de cacau resultou em um aumento na
intensidade das absorbancias nas regides 2922cm™, 2853cm™, 1745cm™?, 1459cm?, 1433cm?,
1363cm™, 1160cm™ e 722cm™ (vibragdes C-H e C=0) associadas a lipideos e compostos
fendlicos, e 1655 cm™, 1523cm™, 908cm™ (vibragdes N-H e C=C) relacionados a proteinas, e
na reducdo da intensidade das bandas relacionados a grupos funcionais associados a
carboidratos em 3561cm™, 3324cm™, 1234cm™, 1047cm™, 987cm™, 866cm™, 848cm™
(vibragbes O-H/C-0/C-C/C-O-C) (COATES, 2006; BATISTA et al., 2016; HU et al., 2016).
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Figura 1 - Espectro dos chocolates produzidos obtidos por Espectroscopia no Infravermelho
Proximo (NIR).
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Figura 2 - Espectro dos chocolates produzidos obtidos por Espectroscopia no
Infravermelho Médio (MIR) - (a) espectro completo; (b) Ampliacdo da regido 3600-2800
cm; (c) Ampliagdo da regido 1800-500 cm™.
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3.2 Analise de componentes principais (ACP)

Os dois primeiros componentes principais explicaram 90,18% da variancia total dos
dados obtidos com NIR para as diferentes concentracdes de solidos de cacau, sendo 87,93%
para CP1 e 2,25% para CP2. Para os dados referentes ao FTIR-ATR, CP1 representou 89,31%
enquanto CP2 explicou 2,96%, totalizando 92,27% da variancia dos dados.

O elevado percentual de explicacdo permite atestar a qualidade da aproximagdo da
transformacdo do conjunto original das variaveis, as absorbancias associadas aos modos
vibracionais em NIR e FTIR-ATR em componentes principais. Além disso, observa-se que
um dos objetivos da ACP foi alcancado com éxito pela reducdo de 10 e 18 variaveis originais
para NIR e MIR, respectivamente, para apenas duas variaveis, CP1 e CP2, com menor perda
de informacdo possivel. A partir desses resultados € possivel avaliar o agrupamento das
amostras de chocolate mediante exames visuais em dispersdes graficas no espaco
bidimensional (Figura 3), o0 que ndo € possivel a partir das variaveis originais sem que perda
significativa das informagGes ocorresse.

O CP1 foi o componente que melhor representou a distribuicdo dos dados, ou seja, 0
responsavel pela separacdo das amostras com relacdo ao conteddo de sélidos de cacau. Tanto
para dados do NIR guanto para o FTIR-ATR, CP1 correlacionou-se de maneira significativa
(p<0,05) com todas as bandas utilizadas como variaveis. Isso demonstra que 0os componentes
quimicos que vibram nessas bandas (Figuras 1 e 2) variaram a ponto de promover a separacao
das amostras.

A CP2 para o NIR correlacionou-se de maneira significativa (p<0,05) com o0s
comprimentos de onda 1210nm, 1728nm, 1762nm e 1939nm, relacionados a lipideos e agua.
Para FTIR-ATR a correlacdo significativa (p<0,05) desse componente principal se deu com
os numeros de onda 3324cm™, 2922cm?, 2853cm™, 1745cm™, 1459cm?, sendo estes
comumente associados a carboidratos e lipideos. Esse componente ndo foi suficiente para
promover a separacdo das amostras, indicando que os grupos funcionais que vibram nessas
bandas ndo variaram o suficiente para promover a distingdo das amostras.

As Figuras 3a e 3b apresentaram a dispersdo das amostras de chocolate produzidas
usando os espectros do NIR e do FTIR-ATR. E possivel verificar que a ACP conseguiu
promover a formacdo de grupos relativos a concentracdo de sélidos de cacau em sua
composicdo tanto para o NIR quanto para o FTIR-ATR. As Figuras 3c e 3d correspondem a
dispersdo das amostras comerciais de chocolates com diferentes porcentagens de sélidos de
cacau, estas apresentaram um padrdo de agrupamento menos homogéneo com relagdo aos

solidos de cacau do que o observado nas Figuras 3a e 3b referentes as amostras produzidas.
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No entanto, 0 comportamento com relacdo a CP1 € o mesmo, amostras de chocolate com
maior teor de solidos de cacau continuam a apresentar menores escores em CP1 e amostras
com menor teor de sélidos de cacau maior escores em CP1.

A menor homogeneidade nas amostras comerciais deriva possivelmente da
diversidade de composicao oriunda das formulacdes (presenca ou ndo de leite, baunilha,
dentre outros), da origem e variedade do cacau utilizado e das variacdes no beneficiamento do
cacau e nos processos de producgédo do chocolate (tipo de equipamento, tempo, dentre outros).
Além disso, nas amostras comerciais os valores de sélidos de cacau coletados foram os
declarados no rotulo sem que a idoneidade das informag6es fornecidas pelo fornecedor
fossem averiguadas, dessa forma, a menor homogeneidade dos grupos formados também pode
ser atribuido a valores de solidos de cacau declarados erroneamente nos rétulos das amostras

de chocolate comerciais indicando a possibilidade de adulteragéo.
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Figura 3 — Gréafico de dispersdo das amostras de chocolate para a ACP (a) NIR para

chocolates produzidos (b) MIR para chocolates produzidos (c) NIR para chocolates

comerciais (d) MIR para chocolates comerciais.
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3.3 Regressao por minimos quadrados parciais (PLS)

Os modelos PLS foram construidos com 5 e 3 variaveis latentes para os espectros
obtidos no NIR e MIR, respectivamente. Sabe-se que quanto menor o nimero de variaveis
latentes, maior a facilidade do modelo em predizer os valores com um erro associado baixo e
mais simples 0 modelo se torna. O modelo gerado por PLS para NIR exigiu um maior nimero
de variaveis latentes para um melhor ajuste, entretanto, o modelo PLS gerado, assim como o
do FTIR-ATR apresentou valores de RPD, RER e R? e RMSEcy satisfatorios.

Baixos valores de RMSEcy e R%>83 garantem ao modelo uma excelente capacidade
de predicdo e robustez. A relacdo entre o desempenho e o desvio (RPD) é uma medida da
capacidade de um modelo predizer um constituinte. Valores entre 2,0-2,5 possibilitam
previsdes quantitativas aproximadas, enquanto valores entre 2,5-3,0 e acima de 3,0 indicam
uma previsdo que pode ser considerada boa e excelente, respectivamente (ELFADL et al.,
2010; QUELAL-VASCONEZ et al., 2020). Rambo et al. (2016) consideram que valores de
RER> 8,5 indicam modelos confidveis de alta previsibilidade. De acordo com essas
classificagBes, os modelos ajustado por PLS para predi¢do dos solidos de cacau podem ser
considerados excelentes.

As Figuras 4a e 4b apresentam o grafico de correlacéo entre o contetdo real de solidos
de cacau das amostras produzidas e os valores preditos pelo modelo para NIR e FTIR-ATR.

Apos a construcdo dos modelos sua capacidade de generalizacéao foi testada utilizando
as amostras comerciais. Os graficos de correlacdo entre os valores informados nas embalagens
e os teores preditos pelos modelos estdo apresentados na Figura 4c para o0 modelos NIR e 4d
para 0 modelo FTIR-ATR. Em ambos os casos, 94 amostras de chocolate apresentaram teor
de solidos de cacau semelhante ou proximo aos informados no momento da compra ou no
rotulo. Os modelos elaborados destacaram 16 amostras (em destaque na Figura 4c e 4d), que
representam aproximadamente 14% das amostras coletadas, cujas porcentagens de solidos de
cacau destoaram em mais e 10% do teor informado pelo vendedor. Esses resultados sugerem
que as porcentagens de cacau especificados nos rétulos dessas amostras ndo refletem o real
valor presente de sélidos de cacau, indicando a possibilidade de adulteracdo. Além disso, 0s
resultados indicam que ambos os modelos apresentaram étima capacidade de predicédo, e que
tanto o NIR quanto o FTIR-ATR podem ser utilizados para estimar o teor de sélidos de cacau

em chocolates.
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Valores Reais

Figura 4 — Grafico de correlacdo para os valores reais e preditos pelo modelo PLS utilizando dados
no (a) NIR para as amostras produzidas b) MIR para as amostras produzidas (c) NIR para

chocolates comerciais (d) MIR para chocolates comerciais.
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4. Concluséo

A ACP foi eficaz na reducdo da dimensionalidade dos dados e atraves desta foi
possivel averiguar 0 comportamento caracteristico das amostras de chocolate em termos dos
solidos de cacau. As amostras comerciais apresentaram um padrdo de comportamento menos
homogéneo que pode ser atribuido tanto a variagBes na composi¢do destas amostras quanto a
indicacGes erréneas do teor de solidos de cacau. A aplicagdo da PLS ao conjunto de dados
tanto do NIR quanto do FTIR-ATR foram capazes de fornecer modelos com excelente
capacidade de predicéo e de generalizacdo para amostras comerciais, destacando 16 amostras
comerciais que possivelmente ndo apresentam o teor de solidos de cacau compativel com o
teor apresentado no rétulo. Esses resultados indicam que a Espectroscopia no Infravermelho é
uma ferramenta adequada para a identificagdo dos solidos de cacau ajudando na determinacao
rapida desse teor no controle de qualidade de chocolates, garantindo ao consumidor a

autenticidade do produto adquirido.
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Resumo

Objetivou-se determinar o teor de sélidos de cacau em chocolates utilizando o teor de
compostos bioativos e sua capacidade antioxidante aliados a estatistica multivariada. Para
controle, foram produzidas 5 formulagdes com diferentes concentracdes de solidos de cacau
(30%, 45%, 60%, 75% e 90%) e adquiridas 105 amostras comerciais com variadas
concentracOes de solidos de cacau (30-88%). Os chocolates foram avaliados em relacdo aos
compostos fendlicos totais, metilxantinas (teobromina e cafeina), fendlicos ((+)-catequina e (-
)-epicatequina) e capacidade antioxidante. Verificou-se que para todas as determinacdes
realizadas as amostras produzidas apresentaram comportamento linear crescente. Os
resultados foram submetidos as técnicas multivariadas de Andlise de Componentes Principais
(ACP) e Regressdo Linear Multipla (RLM). A ACP das 5 formulacdes produzidas formaram
grupos distintos com relacdo as concentracdes de cacau, e para 0s chocolates comerciais
observou-se um padrdo de comportamento semelhante as amostras produzidas. Para RLM a
equacdo de regressdo foi capaz de predizer o conteudo de solidos de cacau dos chocolates
comerciais e destacou 10% das amostras como possiveis produtos adulterados. Assim, a
associacdo da analise multivariada aos compostos bioativos quantificados e a capacidade
antioxidante das amostras mostrou-se uma estratégia eficaz para a identificacdo do teor de

solidos de cacau em chocolates.

Palavras-chave: Autenticidade, CLAE, compostos fenélicos, Theobroma cacao.
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1. Introducéo

O chocolate € definido como a mistura homogénea de um ou mais dos seguintes
componentes: nibs de cacau, massa de cacau, torta de cacau, cacau em p6, com ou sem adicéo
de manteiga de cacau e ingredientes opcionais permitidos e/ou agentes aromatizantes (Codex
Alimentarius, 1981).

Entre os principais componentes dos chocolates estdo cacau, agucares, gorduras e leite
que, utilizados em variadas proporcdes e em distintos processamentos, ddo origem a produtos
que vdo dos mais amargos aos mais doces. Os primeiros se distinguem pela maior
porcentagem de cacau e, portanto, maior quantidade de compostos fenolicos, substancias
bioativas consideradas importantes na prevencdo de varias doencas. JA& 0s muito doces tém
menor contetdo de cacau e sdo mais ricos em acgucares e gorduras (OLIVEIRA et al., 2018).

As substancias bioativas presentes no cacau sdo transferidas ao chocolate em
concentragBes variaveis, dependendo da porcentagem de cacau. As metilxantinas (como
teobromina e cafeina) e importantes grupos de polifendis (epicatequina, catequinas,
antocianinas e proantocianidinas), responsaveis pela sensacao adstringente e gosto amargo das
améndoas de cacau e por consequéncia do chocolate (EFRAIM et al., 2011; BATISTA et al.,
2016), sdo exemplos dessas substancias. Os compostos fenolicos tém sido largamente
estudados em razdo dos efeitos benéficos que propiciam a salde, como uma potente
capacidade antioxidante na prevencao de reacGes oxidativas e de formacao de radicais livres,
além disso, esses compostos ocasionam uma série de implicagdes protetoras sobre o sistema
cardiovascular e também atuam na prevencdo da deterioracdo da funcdo cognitiva com o
envelhecimento (HU et al., 2016).

As moléculas provenientes do cacau podem ser utilizadas como marcadores quimicos
e por meio do monitoramento dessas com o auxilio de ferramentas estatisticas ¢ possivel
estabelecer uma correlagdo para determinar o teor de sélidos de cacau presente em chocolates.
O desenvolvimento de métodos para analise de matérias-primas e produtos acabados tem sido
extensamente pesquisado visando o monitoramento do processo produtivo a fim de garantir a
qualidade dos produtos fornecidos ao consumidor (OLIVEIRA et al., 2018).

A determinacdo da autenticidade dos chocolates é uma questdo importante para a
industria de alimentos que visa o controle dos teores de cacau em seus produtos inclusive para
atender as exigéncias dos mercados internacionais e para os consumidores lesados através da
falsa rotulagem de chocolates com menores teores de cacau comercializados por valores mais
elevados (ACIERNO et al., 2016).
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Obijetivou-se com este estudo avaliar teor de compostos fenolicos totais, metilxantinas,
fenolicos ((+)-catequina e (-)-epicatequina) e capacidade antioxidante em chocolates aliados a
estatistica multivariada para classificar com seguranca amostras de chocolate com diferentes

concentracOes de solidos de cacau e verificar a autenticidade de chocolates comerciais.

2. Material e métodos
2.1 Producéo dos chocolates

Foram processadas cinco formulagdes de chocolate com diferentes concentracfes de
solidos de cacau: 30%, 45%, 60%, 75% e 90% a fim de obter uma faixa de representagdo para
amostras comerciais. As porcentagens de lecitina de soja, leite em p6 e manteiga de cacau
permaneceram fixas, enquanto os teores de acucar e nibs de cacau variaram de acordo com a
formulacdo (Tabela 1). Foram produzidas 4 repeticbes de cada formulagdo, perfazendo um

total de 20 unidades experimentais.

Tabela 1- Formulagdes utilizadas para o desenvolvimento dos chocolates.

Ingredientes

Formulagges Nibs Mag;i'gj de Leite em po AcUcar Lecitina
30% 22% 8% 7% 62,6% 0,4%
45% 37% 8% 7% 47,6% 0,4%
60% 52% 8% 7% 32,6% 0,4%
75% 67% 8% 7% 17,6% 0,4%
90% 82% 8% 7% 2,6% 0,4%

O nibs de cacau (cacau Forasteiro variedade Parasinho, Floresta Azul, BA, Brasil) foi
produzido a partir da améndoa do cacau que apoés atingir um indice de fermentacdo de 87%
foi submetida a secagem até umidade de 7% e posterior torra em dois estagios: 100°C por 1h e
50 min; e 120°C por aproximadamente 20 min até atingir uma umidade final de 2%.

O nibs de cacau, o acucar refinado (Unido, Araquari, SC, Brasil) e o leite em po
integral (Nestlé, Iltuiutaba, MG, Brasil) foram transferidos para um equipamento de
multifungdes Melanger (Spectra 11, Coimbatone, India), onde foram realizadas as operages
de mistura dos ingredientes, refino e conchagem, onde a massa de cada formulacédo
permaneceu por 24 horas. Apdés 4 horas de refino, metade da manteiga de cacau (Barry
Callebaut, llhéus, BA, Brasil) foi acrescentada nas formulagdes e o restante apos 10 horas. A
lecitina de soja (Tradal Brazil Comp. Imp. e Exp. Ltda, Sdo Paulo, Brasil) foi adicionada

aproximadamente 2 horas antes da finalizagdo da conchagem.
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A massa conchada foi conduzida para o processo de temperagem, em temperadeira
mini chocomachine (Finamac, S&o Paulo, Brasil), onde permaneceu por 1h e 30 min em
constante agitacdo, até o resfriamento a 29°C, para finalizacdo da temperagem do chocolate.
Posteriormente, foi realizado o reaquecimento da massa a temperatura de 31°C-33°C para que
os cristais instaveis formados fossem fundidos. Essa massa obtida da témpera foi transferida
para formas de policarbonato para moldagem dos chocolates e mantidas a temperatura de 8°C
por 12 horas. Apos resfriados, os chocolates foram embalados e armazenados sob temperatura
de 18°C.

2.2 Obtencéo das amostras comerciais

Para verificagdo do teor de sélidos de cacau em amostras comerciais foram adquiridas
105 amostras de chocolate de diferentes marcas em estabelecimentos comerciais situados no
Brasil nos estados da Bahia, Minas Gerais e Santa Catarina, em Portugal e nos Emirados
Arabes Unidos. A concentracio de cacau informada no rétulo dessas amostras variou de 30%
a 88%. Destas 105 amostras, 78 foram produzidas no Brasil, 15 na Suica, 3 na Alemanha, 2
na Holanda, 2 na Pol6nia, 1 em Portugal, 1 nos Estados Unidos, 1 nos Emirados Arabes
Unidos, 1 na Itélia e 1 na Bélgica. Para facilitar a interpretagdo dos resultados, as amostras
foram divididas em grupos, das 105, 17 apresentavam uma variacdo de sélidos de cacau de
30% a 44%, 18 de 45% a 59%, 48 de 60% a 74% e 22 de 75% a 88%.

2.3 Determinacéo de Constituintes Fendlicos Totais (CFT)

Os CFT dos chocolates foram determinados de acordo com a 1SO 14502-1 (2005),
utilizando o reagente de Folin-Ciocauteau. A extragdo dos compostos fendlicos foi feita em
solvente aquoso, adaptado de Lee et al. (2003). Foram pesadas 2 g de chocolate e adicionados
10 mL de agua destilada a 40°C para diluicdo das amostras. Uma aliquota de 0,5 mL foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, e em seguida repassadas para tubos de
ensaio, adicionando-se 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 10%. A mistura permaneceu em
repouso por 8 minutos e apos este periodo foram adicionados 2 mL de carbonato de sodio 4%.
ApoOs a incubagdo por 2 horas a temperatura ambiente (x25°C) e ao abrigo da luz, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro (Shimadzu, UV-1800, Japéo) a 773 nm. Uma
curva de calibracdo (Y = 10,487x + 0,06), na faixa de 0,01-0,09 mg de acido géalico.mL
foi utilizada para quantificacdo e mostrou boa linearidade (R 2 =0,99). Os resultados dos
compostos fenolicos totais foram expressos em equivalentes de acido galico (mg EAG.100g™
de amostra).

60



2.4 Determinacdo da capacidade antioxidante - Método do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH)

A capacidade antioxidante dos chocolates foi avaliada utilizando-se o método
adaptado de Brand-Wiliams (1995). Nesse ensaio, 100 pL da amostra diluida em agua
destilada (19:125mL) foram adicionados a 3,9 mL da solugdo radical DPPH (0,06 mM) e
armazenados no escuro por 30 minutos em temperatura ambiente (£25°C). A capacidade de
eliminacdo de radicais livres foi entdo avaliada medindo a absorvancia a 515 nm em
espectrofotdbmetro (Shimadzu, UV-1800, Japao). Uma curva de calibragdo (Y = 230,43x +
9), na faixa de 0,02-0,4 mg Trolox.mL?, foi utilizada para quantificagdo da atividade
antioxidante e mostrou boa linearidade (R 2 = 0,98). Os resultados foram expressos como mg

Trolox.mL2. As andlises foram realizadas em triplicata.

2.5 Quantificacdo de Teobromina, Cafeina, Epicatequina e Catequina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foram pesadas aproximadamente 0,02 g de cada amostra de chocolate, adicionados 5
mL de solucdo extratora (85% H-O, acidificado com 0,3% de acido acético, e 15% Metanol)
em tubos de ensaio e mantidos sob agitacdo por 15 minutos em banho ultrassénico (Sanders
medical, SoniClean 6, Brasil). Na sequéncia, os tubos foram colocados em banho termostatico
(Tecnal, Te-2005, Brasil) a 60°C por 10 minutos e centrifugados (SP Labor, Sp-701,
Presidente Prudente, Brasil) a 3000 g por 15 minutos para separacdo. O extrato foi filtrado
com filtros (Syringe Filter, PVDF030N022I, Taiwan) estéreis de 0,22 pm.

Os alcaloides xantinicos (cafeina e teobromina) e compostos fenolicos majoritarios do
cacau ((+)-catequina e (-)-epicatequina) foram quantificados por meio do sistema HPLC-
SHIMADZU DGU-20Asr composto por uma coluna Shim-pack PREP-ODS(H)KIT, 250x4,6
mm, comprimento de onda 280 nm, fluxo de 0,5 mL.min! e volume de injegdo de 20 um. A
corrida foi realizada no modo gradiente, com as seguintes fases modveis: A (Metanol) e B
(H20 ultrapura com 0,3% de acido acético) com um tempo total de corrida de 28 minutos
(RISNER, 2008).
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2.6 Planejamento experimental

O delineamento experimental utilizado para obtencdo e analise dos dados de compostos
fenolicos totais, metilxantinas, fendlicos ((+)-catequina e (-)-epicatequina) e capacidade
antioxidante dos chocolates foi o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em quatro
repeticdes com cinco tratamentos (30%, 45%, 60%, 75% e 90% de sélidos de cacau). Todas
as determinagdes foram realizadas em triplicata. Os resultados das medidas realizadas nas
amostras produzidas foram submetidas a analise de regressao em funcdo dos tratamentos a 5%
de significancia com o objetivo de conhecer o comportamento das determinacGes em funcéo
do teor de solidos totais. Os modelos matematicos foram escolhidos de acordo com os efeitos
significativos do modelo proposto (p < 0,05), falta de ajustamento n&o significativa (p > 0,05)
e coeficientes de determinacio (R? em relacdo ao SQtrat. Para a determinacio da
contribuicdo dos compostos bioativos determinados com a capacidade antioxidante das
amostras estudadas, foi realizada a anélise de correlagéo.

Os resultados das quantificagbes das amostras produzidas e comerciais foram
submetidos as analises multivariadas com o auxilio do software Statistical Analysis System

(SAS), versdo University Edition.

2.7 Andlises Multivariadas

2.7.1 Andlise de componentes principais (ACP)

A andlise de componentes principais (ACP) foi usada para identificar as inter-relacfes
entre as amostras e 0s possiveis agrupamentos, selecionar os dados experimentais adequados
para a constru¢cdo do modelo e identificar e eliminar os valores extremos. O numero de
componentes principais foi escolhido pela avaliacdo da variancia cumulativa, onde foram
escolhidos os primeiros CP’s, acumulando um percentual de variancia maior que 70%. A
andlise foi realizada utilizando os procedimentos PROC PRINCOMP e PROC CORR. Os
graficos de dispersdo dos coeficientes de correlacdo entre as variaveis e CP foram realizados

no programa OriginPro, versdo 8.0, no espago bimensional.
2.7.2 Regressao linear multipla (RLM)

O teor de sélidos de cacau foi correlacionado com as informacGes da CLAE, dos CFT
e da capacidade antioxidante pelo método de RLM. Para calibracdo do modelo foi utilizado o

método de validacdo cruzada (cross validate).
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O modelo RLM foi testado de acordo com a Equacéo 1.
y= o+ Lf1Xx1+ -+ P Xx,+E Equacdo 1

Onde: y = resposta ou varidvel dependente; Bo = constante (intercepto); Xi...Xn =
variaveis explicativas ou independentes; PBi...pn = parametros do modelo (coeficientes de
regressdo); € = erros do modelo.

Trés métodos de otimizacdo foram testados: Backward, Forward e Stepwise. O
desempenho dos modelos obtidos foi avaliado de acordo com a raiz quadrada do erro médio
(RMSE), a relacdo de desempenho para desvio (RPD) e razdo de erro de intervalo (RER)
(LIMA et al., 2020).

Apoés a escolha do método, o modelo construido com as amostras produzidas foi

utilizado para determinar o teor de solidos de cacau em amostras comerciais.

3. Resultados e Discussao

3.1 Teor de compostos fendlicos totais, metilxantinas, fenolicos e capacidade
antioxidante das amostras produzidas

As equac0es de regressdo ajustadas para o teor de compostos fendlicos totais, fenoélicos
((+)-catequina e (-)-epicatequina), metilxantinas (teobromina e cafeina) e capacidade

antioxidante das cinco formulacdes de chocolate estudadas estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Compostos fendlicos totais, metilxantinas, fendlicos e capacidade antioxidante dos
chocolates produzidos (valores minimos, valores maximos, equagdes de regressdo ajustadas e

coeficientes de determinagdo (R?)).

Variaveis Minimos-Maximos Equacéo estimada R?
Compostczin fge.r;]c_)ll)lcos totais 3,75-24,43 T 0.3406x-6,6233 0,07
Capacidade antioxidante 0,06-0,16 o
(mo.mLY) = 0,0014x+0,0323 0,83
Teobromina (mg.g™) 5,12-15,71 ¥=0,1919x-0,9964 0,95
Cafeina (mg.g) 3,29-9,36 ¥=0,1081x+0,0404 0,85
Epicatequina (mg.g™?) 0,24-0,74 ¥=0,0089x-0,0563 0,84
Catequina (mg.g?) 0,18-0,47 Y=0,0052x+0,0492 0,70

Os compostos fendlicos totais e a capacidade antioxidante apresentaram um efeito
linear crescente, justificado pelo aumento dos sélidos de cacau nas formulagdes.
Os teores de polifendis presentes nos chocolates produzidos variaram entre 3,75 mg.g

LEAG e 24,43 mg.g* EAG. Segundo Oracz et al. (2019) o cacau é uma fonte valiosa de
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substancias bioativas constituindo-se como uma das fontes naturais mais ricas em compostos
fendlicos (principalmente epicatequina, catequina e procianidinas). Os fendlicos do cacau
podem variar de acordo com a origem geogréfica, a variedade da planta, o clima, o tipo de
solo, a regido de plantio, fatores agronémicos e ambientais. As diferentes etapas da
transformacdo do cacau em chocolate também podem influenciar no teor de polifenois dos
produtos finais, fatores de processo.

Os polifendis do cacau sdo os responsdveis pela capacidade antioxidante dos
chocolates, e para as amostras produzidas a capacidade antioxidante variou entre 0,06 mg
Tolox.mL?e 0,16 mg Tolox.mL™. Os fendlicos atuam como sequestradores de radicais livres
e quelantes de metais, apresentando acéo tanto na etapa de iniciacdo quanto na propagacao do
processo oxidativo. Além disso, o cacau pode ser uma fonte de poliaminas, que também
contribuem para a atividade antioxidante do cacau (ZANCHETT et al., 2016; ORACZ et al.,
2019).

Os resultados da CLAE para fenolicos e metilxantinas também apresentaram um
crescimento linear com o aumento dos sélidos de cacau. As metilxantinas teobromina e
cafeina variaram entre 5,12-15,71 mg.g* e 3,29-9,36 mg.g?, respectivamente. O chocolate
possui elevadas concentragcdes de metilxantinas, principalmente teobromina e em menores
concentracOes, a cafeina, que além de possuir leve acdo antioxidante, funcionam também
como estimulante do sistema nervoso central e como relaxadores musculares, tendo ampla
aplicacdo no tratamento de doencas do trato respiratério (MITCHELL et al., 2011; FRANCO
et al., 2013). Estes resultados sdo compativeis aos obtidos por Tan et al. (2019) que ao
determinarem o teor de metilxantinas em chocolates amargos observaram que quanto maior o
teor de cacau, mais teobromina e cafeina o produto ira conter.

Os compostos fenodlicos (+)-catequina e (-)-epicatequina apresentaram teores que
variaram entre 0,18-0,47 mg.g* e 0,24-0,74 mg.g2, respectivamente. A epicatequina mostrou-
se predominante, com valores de concentracao superiores aos da catequina. Segundo Rusconi
e Conti (2010) a epicatequina € o principal flavan-3-ol encontrado no cacau e no chocolate.
Deve-se levar em consideracao, porém, que a concentracao destes constituintes individuais no
chocolate também séo dependentes de diversos fatores, como: variedade genética dos frutos,
procedimentos pos colheita e as etapas de processamento do chocolate.

A relacdo dos bioativos determinados para todos os chocolates com a capacidade
antioxidante foi avaliada através analise de correlacdo, os resultados estdo apresentados na
Tabelas 3.
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Tabela 3 - Correlagdo das variaveis: compostos fenolicos totais, teobromina, cafeina,
epicatequina e catequina com a capacidade antioxidante para os chocolates comerciais e
produzidos.

Variaveis Correlacéo
Compostos fenolicos totais 0,55*
Teobromina 0,10%
Cafeina 0,11
Epicatequina 0,14™
Catequina 0,10™

*=F significativo ao nivel de 5%; ns= F ndo significativo ao nivel de 5%.

A capacidade antioxidante das amostras estudadas apresentou correlagdo significativa
moderada (entre 0,5 e 0,7) com os compostos fendlicos totais. A capacidade de inibir a
formacdo de radicais livres ndo depende apenas da quantidade de fendlicos, mas também dos
tipos de compostos, posicdo de hidroxilas e anéis aromaticos. Portanto, pode ndo haver
correlacédo forte (maior que 0,9) entre o conteddo de fendlicos totais e a acdo antioxidante de
uma amostra (HUANG et al. 2005).

As metilxantinas (teobromina e cafeina) assim como os fendlicos individuais ((+)-
catequina e (-)-epicatequina) estudados ndo apresentaram correlagcdo significativa com a
capacidade antioxidante para o conjunto de amostras estudado. Estes resultados indicam que
para além das catequinas e metilxantinas, outras moléculas capazes de sequestrar radicais
livres encontram-se presentes nos chocolates. Além disso, a a¢do antioxidante pode estar
associada a interagdes quimicas (sinergismo, antagonismo e efeitos adicionais) entre varios
compostos fenolicos presentes no chocolate, como em qualquer matriz alimenticia
(ZIELINSKI et al., 2019).

3.2 Analise de componentes principais (ACP)

Os dois primeiros componentes principais explicaram 97,07% da variancia total dos
dados obtidos com as determinagbes de fendlicos totais, CLAE ((+)-catequina, (-)-
epicatequina, teobromina e cafeina) e capacidade antioxidante. Esse elevado percentual de
explicacdo constata a qualidade da aproximacdo em relacdo a transformacdo do conjunto de

dados originais para as varidveis componentes principais.
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Figura 1 — Grafico de dispersdo das amostras de chocolate para a ACP dos (a) chocolates

produzidos (b) chocolates comerciais.
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Com isso, por meio da ACP foi possivel reduzir com menor perda de informacao
possivel de 6 variaveis originais para apenas 2, 0s CP’s, permitindo 0 agrupamento das
amostras de chocolate por meio da dispersdo grafica no espago bidimensional, o que nao é
possivel a partir das variaveis originais sem a perda significava de informacoes.

O CP1 foi responsavel pela separacdo das amostras com relacdo a concentracdo de
solidos de cacau, tanto para as amostras produzidas (Figura 1a) quanto para as comerciais
(Figura 1b). Observou-se que & medida com que CP1 apresentou maiores escores, maiores
foram os teores de solidos de cacau das amostras (Figura 1). Esse componente correlacionou-
se positivamente e de maneira significativa (p<0,05) com os compostos fenélicos totais e a
capacidade antioxidante, indicando que quanto maior o escore de CP1, maior o teor de
fendlicos totais e a acdo antioxidante das amostras.

O CP2 correlacionou-se positivamente (p<0,05) com os teores de catequina,
epicatequina, teobromina e cafeina, demonstrando que essas determinacdes ndo variaram o
suficiente para promover a distin¢do das amostras.

Os resultados demonstraram que embora os compostos fendélicos totais possam variar
de acordo com diversos fatores, estes, aliados a sua capacidade antioxidante constituiram-se
como uma medida global do teor de solidos de cacau presente nas amostras de chocolates
produzidas e comerciais. Ja as metilxantinas e fenolicos ((+)-catequina e (-)-epicatequina)
determinadas pela CLAE ndo apresentaram um padrdo de variacdo entre as amostras que

fosse suficiente para indicar o teor de solidos de cacau. E importante destacar que existe uma
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gama extensa de compostos fendlicos presentes nos produtos derivados do cacau que ndo se
restringem apenas as catequinas ((+)-catequina e (-)-epicatequina) determinados pela CLAE.
As amostras comerciais apresentaram uma dispersdo menos homogénea que esta
relacionada, possivelmente, a diferengas existentes nas formulagdes (presenca ou ndo de
frutas, nozes, leite, baunilha, dentre outros ingredientes), na variedade do cacau utilizado e
das variac6es no beneficiamento do cacau e nos processos de producédo do chocolate (tipo de
equipamento, tempo de processamento, dentre outras variaveis). Além disso, nas amostras
comerciais o0s valores de sélidos de cacau utilizados para a ACP foram os declarados no rétulo
sem que as informagdes contidas pelo produtor fossem averiguadas. Portanto, essa menor
homogeneidade dos grupos formados também pode ser atribuida a valores de solidos de cacau
declarados erroneamente nos rétulos dos chocolates comerciais indicando a possibilidade de

adulteracéo.

3.3 Regressao linear multipla (RLM)

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados de ajustes dos modelos preditivos para o teor de

solidos de cacau. Trés métodos de otimizagdo foram testados: Backward, Forward e Stepwise.

Tabela 4 - Ajuste dos modelos preditivos de RLM para o teor de sélidos de cacau.

Método Namero de RMSE RPD RER
variavels

Backward 2 3,08 7,07 19,50

Forward 3 2,93 7,44 20,51

Stepwise 2 2,94 7,38 20,40

Na técnica Backward, todos os preditores sdo incluidos de uma so vez na equacao de
regressdo gerada e sdo retirados um por um, em ordem de maiores valores de probabilidade
(p> 0,05), até que os melhores preditores sejam identificados, ou seja, aqueles que
apresentavam significancia (p <0,05), além de baixa inflacdo da variancia. Em Forward, a
equacdo inicia com apenas um preditor e cada novo preditor que apresenta significancia (p
<0,05) é adicionado individualmente na equacdo até que todos os preditores adicionados
sejam capazes de explicar o fendmeno em estudo. A técnica Stepwise é caracterizada por
incluir preditores em blocos até que o melhor modelo gerado se ajuste aos dados
(TABACHNICK e FIDELL, 2006). Observou-se um bom ajuste de modelos de predicao
sendo os modelos Forward e Stepwise o0s responsaveis pelos melhores parametros entre 0s

modelos, com menores valores de RMSE e maiores valores de RPD e RER.
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A relacdo entre o desempenho e o desvio (RPD) é uma medida da capacidade de um
modelo predizer um constituinte. Valores entre 2,0 e 2,5 possibilitam previsdes quantitativas
aproximadas, enquanto valores entre 2,5 e 3,0 e acima de 3,0 indicam uma previsdo que pode
ser considerada boa e excelente, respectivamente (QUELAL-VASCONEZ et al., 2020). De
acordo com essa classificacdo, o0 modelo ajustado por RLM por Forward e Stepwise para
predicdo dos solidos de cacau pode ser considerado excelente.

De acordo com Williams e Sobering (1993), valor de RER é obtido calculando a
divisdo da amplitude de concentracdo de um analito pelo erro quadratico médio, onde um
modelo com valores de intervalo de erros (RER) <3 tem pequena capacidade preditiva,
modelos com RER entre 3 e 10 tém utilidade pratica moderada, e valores de RER> 10
indicam boa utilidade pratica. Rambo et al. (2016) consideram ainda que valores de RER> 8,5
indicam modelos confiaveis de alta previsibilidade. Assim, pelos valores do RER, o modelo
predito por RLM tanto para Forward quanto para Stepwise indica alta previsibilidade.

As variaveis preditoras utilizadas para a construcdo do modelo Forward foram
compostos fendlicos totais, cafeina e capacidade antioxidante. Para 0 modelo Stepwise as
variaveis preditoras utilizadas para a constru¢do do modelo foram compostos fendlicos totais
e capacidante antioxidante o que indica que apenas estas determinaces foram satisfatorias
para predizer o teor de solidos de cacau presente nas amostras de chocolate.

Visando a menor utilizacdo de reagentes onerosos e maior facilidade de obtencdo dos
resultados bem como pela exigéncia de uma menor quantidade de analises, 0 modelo Stepwise
foi escolhido para a predigdo dos solidos de cacau em amostras comerciais. O modelo RLM
sua capacidade de generalizacdo foi testada utilizando as amostras comerciais. Os graficos de
correlacdo entre os valores informados nas embalagens e os teores preditos pelos modelos
foram gerados (Figura 2).

Um total de 94 amostras de chocolate apresentaram teor de sélidos de cacau
semelhante ou préximo aos informados no rétulo. Por outro lado, 11 amostras (em destaque
na Figura 2b) apresentaram concentracdes de solidos de cacau que destoaram em mais de
10% do teor informado pelo vendedor. Esses resultados sugerem que as porcentagens de
cacau especificados nos rétulos dessas amostras ndo refletem o real valor presente de sélidos
de cacau, indicando a possibilidade de adulteragdo. Além disso, os resultados indicam que o
modelo apresentou étima capacidade de predicdo, e que pode ser utilizado para estimar o teor

de solidos de cacau em chocolates.
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Figura 2 — Grafico de correlacdo para os valores reais e preditos pelo modelo RLM (a) para

chocolates produzidos (b) para chocolates comerciais.
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4  Conclusado

A utilizacdo das determinacdes quimicas referentes aos compostos ativos associados a
estatistica multivariada mostrou-se como uma técnica eficaz para a determinagéo do teor de
solidos de cacau. A ACP foi eficaz na reducdo da dimensionalidade dos dados e atravées desta
foi possivel analisar o comportamento caracteristico das amostras de chocolate em termos dos
solidos de cacau. O modelo RLM criado a partir das amostras produzidas com diferentes
teores de solidos de cacau apresentou uma excelente capacidade de predicdo e de
generalizagcdo para amostras comerciais destacando aproximadamente 10% dos chocolates
como possiveis amostras cujo teor de sélidos de cacau fornecido ao consumidor ndo condiz
com o valor real. O modelo desenvolvido pode ser uma ferramenta utilizada para o controle

de qualidade de chocolates.
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