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RESUMO GERAL

Conforme a similaridade entre os frutos do cacau e cupuagu, € 0S processos de
fermentacdo e torracdo de suas sementes, € possivel desenvolver compostos de aroma e
sabor andlogos aos formados durante esses processos para o cacau. A semente do cupuagu
ainda € usada para extracdo de gordura ou descartada como residuo, mesmo com um
cenario de alta demanda para producao de analogo ao chocolate oriundo do cupuacu. Ha
poucos relatos na literatura sobre a microflora fermentativa nas sementes de cupuagu, e
nada foi encontrado sobre a adicdo de indculos com vistas a melhoria e padronizagédo da

qualidade de seu processo fermentativo.

A fermentacdo é um processo decisivo para o desenvolvimento dos precursores
de aroma e sabor por meio de inimeras reacdes quimicas e bioquimicas e atividade
metabdlica dos microrganismos fermentativos envolvidos (Beckett, 1994; Afoakwa et al.,

2008; Kongor et al., 2016).

As leveduras compdem 0s microrganismos com maior atividade metabdlica no
inicio do processo fermentativo, convertendo os agucares em etanol, gas carb6nico e acido
citrico (Fowler, 2016). A oxigenacdo da massa fermentativa apds os primeiros dias de
fermentacao favorece o crescimento de bactérias laticas e acéticas dando origem ao acido
latico e &cido acético, respectivamente (Schwan and Wheals, 2004; Kongor et al., 2016;

Ramos et al., 2020; Chagas Janior et al., 2020).

O Cladosporium cladosporioides tem sido associado com a qualidade dos gréos
de café fermentados, atuando no solo, nas folhas e nos gréos e pode ser encontrado nas
diferentes etapas de processamento do café (Pasin et al., 2011; Pereira et al., 2005). Entre
outras acdes, a presenca do fungo é responsavel por produzir enzimas pectinoliticas que

atuam na degradacdo das substancias pectinas presentes nas sementes (Bastos et al.,
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2013). Tal comportamento observado na fermnetacdo de café propbe a hipotese deste

estudo para a melhoria da fermentacéo de sementes de cupuagu.

Este trabalho apresenta no Capitulo 1 a Revisdo de Literatura, abordando os
principais topicos sobre a botéanica do fruto, sua diversidade e dispersao pela Amazénia,
bem como as caracteristicas do processo fermentativo, classes de microrganismos
envolvidos e os compostos gerados responsaveispela formacéo do perfil de aroma e sabor

do produto final.

Em seguida, o Capitulo 2 compreende a pesquisa experimental realizada, 0s
Resultados e Discussao pertinentes aos parametros de qualidade das améndoas de cupuacu
fermentadas com o indculo fungico, além dos perfis microbiolégico e aromatico das
améndoas e a influéncia do Cladosporium cladosporioides no ambiente fermentativo.

Foi possivel concluir que as améndoas fermentadas na presencado indculo
apresentaram uma interessante formacdo de compostos aromaticos quando comparados
com as sementes controle. Além disso, a analise de PCA evidenciou a formacdo dos
mesmos grupos para ambas as fermentacGes e esses resultados mostram que nas
condicdes estudadas o uso do inéculo de Cladosporium cladosporioides reduziu a
temperatura de fermentacao, produziu améndoas com maior acidez e fenolicos totais por
sua acdo inibitoria e/ou competiva em relacdo as leveduras fermentativas, especialmente
a Saccharomyces cereviseae. Desse modo, essa pesquisa introdutdria revelou a
possibilidade do uso de indculos fngicos para a melhoria de parametros de qualidade no
processo fermentativo de sementes de cupuagu.

As palavras chaves usadas nessa pesquisa foram: fermentagdo, cupuagu,
compostos  volateis, microbiologia e fungos filamentosos e Cladosporium

cladosporioides.
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OBJETIVOS DO ESTUDO
GERAL

Avaliar a influéncia do fungo Cladosporium cladosporioides no indice de
qualidade, perfil microbiolodgico, fisico-quimico e aromatico das améndoas de

cupuacu fermentadas.

ESPECIFICOS

Estudar o processo fermentativo das améndoas de cupuacu conduzido com o
indculo fungico em relacdo ao grupo controle;
Avaliar o efeito do inéculo fangico nos pardmetros microbiologicos, fisico-

quimico e no perfil aromatico das sementes de cupuacgu fermentadas.
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CAPITULO 1
REVIEW

PROCESSAMENTO DE SEMENTES DO CUPUACU (Theobroma
grandiflorum): FERMENTACAO, DIVERSIDADE MICROBIANA E

FORMACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS, UMA REVISAO

RESUMO

O cupuacu [Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum] é uma fruta nativa
da regido amazodnica, produzida em larga escala no estado do Para. A partir do
beneficiamento ds sementes pds-colheita é possivel obter um produto de alta qualidade
nutricional e sensorial analogo ao chocolate . O objetivo deste artigo é apresentar uma
revisdo atualizada sobre o fruto e suas peculiaridades, detalhar as caracteristicas do
processo fermentativo e a diversidade microbiana presente no ambiente responsavel por
alteracfes em diversos compostos quimicos e volateis, que compGe a expressao do aroma
e sabor do produto final, uma vez que existem apenas 1480 artigos na literatura que
retratam de maneira geral a fermentacdo. As palavras chaves usadas para essa revisdo
foram: fermentacdo, cupuacgu, cupulate, microbiologia, fungos filamentosos e

Cladosporium cladosporioides.

Palavras-chave: compostos volateis, fermentacdo, microbiologia, sementes de
cupuagu.
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ABSTRACT

Cupuassu [Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum] is a native fruit to the
Amazon region, produced on a large scale in the state of Para. From post-harvest seed
processing, it’s possible to obtain a product with a high nutritional and sensory quality
similar to chocolate. The objective of this article is to present an updated review of this
fruit and it’s peculiarities, detail the characteristics of the fermentation process and the
microbial diversity present in the environment responsible for changes in various
chemical and volatile compounds, that composes the expression of the aroma and flavor
of the final product, there are only 1480 articles in the literature that generally
fermentation. The keywords used for this review were: fermentation, cupuassu, cupulate,

microbiology, filamentous fungi and Cladosporium cladosporioides.

Keywords: cupuassu seeds, fermentation, microbiology, volatile compounds.
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1 INTRODUCAO

A semente de cupuacu ainda € pouco explorada comercialmente, tendo potencial
para ser aplicada como insumo na industria de alimentos. A importancia econdmica destas
sementes, faz-se relevante o desenvolvimento de pesquisas mais consolidadas para
conhecer a diversidade microbiana atuante na fermentacdo do cupuagu para a produgédo
do cupulate, bem como entender quais as mudangas fisicas e quimicas que ocorrem
durante este processo, além disso, é importante ter a compreensdo acerca do
desenvolvimento dos precursores de aroma e sabor por meio de inUmeras reacOes
quimicas e bioquimicas oriundas da atividade metabdlica dos microrganismos durante o

processo fermentativo.

O cupuacu [Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum] se destaca
como um importante produto agricola de exportacdo com ampla perspectiva de mercado
devido a aceitacdo que sua polpa desfruta entre os consumidores, no entanto, suas
sementes ainda ndo apresentam a mesma importancia econdmica que o cacau, apesar do
conhecimento técnico-cientifico de sua adequacao para um produto analogo ao chocolate

reportados por diversos autores como Lannes et al. (2002) e Reboucas et al. (2020).

Para se obter um produto de qualidade a partir das sementes de cupuacu, devem-
se considerar que fatores como: etapas de pds-colheita, fermentacdo e secagem, sejam
conduzidas de maneira adequada, deste modo, é possivel fornecer ao consumidor um

produto final com elevada qualidade sensorial (Efraim et al., 2011).

Tais fatores sdo de vital importancia, e nenhum outro processamento posterior
pode ser capaz de corrigir as eventuais falhas ocorridas durante estas etapas, que devem
ser conduzidas baseadas em parametros de qualidade fisica, quimica, microbiol6gica e

sensorial.
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Diante do exposto, a presente pesquisa visou realizar uma revisdo bibliografica
sobre 0 género Theobroma e suas peculiaridades, aléem de aspectos gerais do cupuacu,
bem como as etapas de pré-processamento e a diversidade microbiana atuante na

fermentacdo das sementes deste fruto.
2 GENERO THEOBROMA: DIVERSIDADE E DISPERSAO EVOLUTIVA

O género Theobroma é representado por arvores nativas das florestas tropicais e
neotropicais que se estendem por toda a bacia amazénica até o sul do México. Baseado
em aspectos vegetativos, morfoldgicos e hipotese evolutiva, o género é organizado em 22
espécies subdivididas em 6 secOes, que sao: Andropelatum, Glossopetalum, Oreanthes,
Rhytidocarpus, Telmatocarpus e Theobroma (Cuatrecasas, 1964; Whitlock et al., 2001,

Silva e Figueira, 2005).

Anteriormente, o género Theobroma fazia parte da familia Sterculiaceae, no
entanto estudos filogenéticos moleculares foram capazes de determinar a circunscricdo
deste género na familia Malvaceae e na subfamilia Byttnerioideae Burnett, uma das nove
subfamilias reconhecidas da Malvaceae. A maioria das subfamilias possui distribuicao
majoritariamente tropical nas florestas da América do Sul e América Central e sdo

denominadas polifiléticas (Whitlock et al., 2001; Richardson et al., 2015).

O género Herrania foi descrito como morfologicamente semelhante ao género
Theobroma, apresentando tragos de parentesco nas folhas e flores e distribuicdo
geogréfica semelhante. A estreita relacdo entre ambos os géneros é sustentada pela
compatibilidade cruzada e viabilidade das sementes entre as espécies H. mariae e outras
espécies de Theobroma, incluindo T. cacao, alem da adaptacdo evolutiva ao longo dos
anos e das mudancgas de temperatura do planeta (Cuatrecasas, 1964, Richardson et al.,

2015).
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A Colébmbia € a regido mais rica nas espécies do género Theobroma,
caracterizando essa regido de grande interesse biogeogréafico para compreender as
mudancas causadas nesse género devido atividades geoldgicas ao longo dos anos

(Whitlock et al., 2001; Richardson et al., 2015).

De todas as espécies do género Theobroma catalogadas, apenas 6 estdo restritas a
Bacia Amazonica, incluindo o T. grandiflorum e o T. cacao. E a importancia deste género
deve-se, principalmente, a expressao econdmica do cacaueiro (Theobroma cacao L.), e 0
impacto causado pela diversidade genética e complexidade dos cultivares de cacau
também possibilitou 0 sequenciamento do genoma do fruto (Argout et al., 2011; Fouet et
al., 2011; Argout et al., 2017). Argout (et al., 2011) e Fouet (et al., 2011) identificaram
dezenas de genesespecificos para biossintese de lipideos e terpendides, importantes
informacdes para o0 melhoramento da cultura com caracteristicas sensoriais desejadas para

0 produto final.

Estudos de Sukha (et al., 2014) também permitiram avaliar pardmetros relevantes
para aplicacdo industrial, focada em cultivares de cacau resistentes a pragas e com alto

rendimento, caracteristicas agrondmicas de grande importancia para a inddstria.

As sementes do género Theobroma apresentam um comportamento recalcitrante
(devido a complexidade de estruturas que compde a parede celular do vegetal), ou seja,
sdo sensiveis a desidratacdo com curto periodo de viabilidade, além de necessitarem alto

teor de umidade e temperatura para germinagdo (Pammenter & Berjak, 2000).
2.1 Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum

Além do cacau, a outra especie do género cultivada comercialmente é o cupuagu
[Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.], que apresenta semelhancas
geneticas com o cacau (Alves et al., 2007; Borrone et al., 2007) e apresenta uma

emergente procura comercial nos ultimos anos baseado, principalmente, na apreciacéo da
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polpa do fruto e recente incentivo ao uso das sementes para aplicacdo na industria

alimenticia e cosmética.

O nome cupuagu deriva da lingua Tupi e significa kupu: semelhante ao cacau e
acu: grande, destaca-se como o maior fruto do género e o segundo mais rentavel
economicamente. Também ¢ popularmente conhecido na regido como “copoasu, cupu-
assu, cupuaguzeiro, copoagu’ e nas regioes do México e Colémbia pode ser encontrado

como bacau e cacau blanco (Souza et al., 2002; Santos et al., 2016).

Nativo da Amazonia brasileira, sua distribuicdo majoritaria se encontra na regiao
Norte do pais, sendo os estados do Amazonas (34,8%) e Para (27,7%) recordes de
producdo segundo o IBGE (2017). Segundo a Secretaria de Desenvolvimento
Agropecuério e Pesca (SEDAP/PA), em 2020 foram produzidas, aproximadamente,
29 mil toneladas do fruto em uma area plantada de 8.900 hectares, consolidando o estado
do Pard como o principal produtor nacional, com destaque para 0s municipios de Acara,

Tome-acl e Moju.

A medida que a espécie se desenvolve e cresce na Amazonia, trabalhos surgem
com o objetivo de encontrar as origens e a domesticacao do cupuagu, por meio de analises
genéticas e comparacdo com banco de dados de outras espécies nativas (Clement et al.,
2010). A insercdo da cupuacguzeiro em uma cultura manejada possibilita a expansao para
outras regides do Brasil e demais paises com condicdes climéticas tropicais, consolidando

o fruto como uma espécie economicamente ativa.

O fruto do cupuagu apresenta trés principais variedades, cupuacu redondo,
cupuagu mamorana e cupuagu mamau. Na regido Norte € mais comum encontrar 0
cupuacu redondo com as extremidades bem caracteristicas, peso aproximado de 1,5kg e

casca com espessura de 6 a 7mm (Figura 1), 0 cupuagu mamorana possui extremidades



21

mais compridas e maior quantidade de massa aderida as sementes e 0 cupuagu mamau

nédo apresenta sementes no seu interior (Calzavara, 1984; Souza et al., 2002).

Figura 1. Fruto do cupuagu.
Fonte: Autor (2021).

O cupuaguzeiro pode atingir até 15 metros de altura, com uma copa de 6 a 8 metros
de didmetro, possui bom desenvolvimento em solo firme e, também, regides de varzea,

bastante comuns no territério amazénico (Toxopeus et al., 2001; Jean-Marie et al., 2022).

As folhas sdo simples, com apice acuminado, borda lisa e base obtusa, apresenta
uma superficie rosacea quando jovem, mas torna-se verde escuro ao longo do processo
de maturacéo e, devido a barreiras morfoldgicas, a reproducao acontece de formasexuada,

levando a dependéncia de insetos polinizadores (Souza et al., 2002).

O fruto do cupuagu apresenta forma ovaldide que pode atingir até 25cm de comprimento,
12cm de diametro e peso médio de 1,2kg. A casca (epicarpo) é coberta por um envoltério

ferrugineo que, quando raspado, ainda apresenta uma fina camada clorofilada. O endocarpo, polpa
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gue envolve as sementes, é macio, fino, claro e, normalmente, cada fruto apresenta cerca de 36

sementes dispostas em torno de um eixo central, o talo (Souza et al., 2008; Vriesmann, 2009).

A polpa que envolve as sementes do fruto possui uma polpa mucilaginosa &cida e
bastante aromética de coloracdo branca-amarelada, fortemente aderida as sementes por
fibras, representando 35% da composicdo do fruto (Gondim et al., 2001; Souza et al.,
2011). Quando fisiologicamente maduro, o fruto se desprende dos galhos e cai no solo,
devendo ser coletado o mais rapido possivel, uma vez que o tempo transcorrido entre a
queda, a colheita e o beneficiamento, € um dos fatores determinantes na qualidade do
cupuacu. Quanto maior for o tempo de exposi¢do ao solo, ao sol, a chuva e a possivel
contaminacgdopor insetos, maior serd a chance de ocorréncias de reacdes de degradacao da

polpa (Souza et al., 2007; Pereira et al., 2017).

O fruto é adaptado ao clima tropical com condicGes de temperatura média entre
21° C e 27° C, umidade relativa do ar anual de 77% a 88% e o regime pluviométrico na
faixa de 1.900 a 3.100 mm. Durante os meses de maior incidéncia solar (Julho a
Setembro) ocorre a floragdo do fruto e nos primeiros 3 meses do ano é possivel observar
0 pico de frutificacdo coincidindo com o periodo chuvoso da regido (Souza, 2007; Jean-

Marie et al., 2022).

O incomparavel valor econdmico do fruto estd baseado na industrializacéo e
comercializacdo da polpa na forma de produtos de alto valor agregado na industria
alimenticia ou cosmética, no entanto existe uma crescente demanda sob o uso e
valorizacdo das sementes do cupuacu, ricas em lipideos, fibras totais e carboidratos

(Souza et al., 2020).

A manteiga do cupuacgu é composta por triacilglicerois formados principalmente
pelos acidos palmitico, linoleico, araquidico, estearico e oleico (Quast et al., 2011). O
acido palmitico, acido graxo saturado presente em gorduras vegetais e animais, esta
presente em quantidades miuto menores (7,8%) na manteiga de cupuacu em relacédo a

manteiga de cacau (26,1%). Por outro lado, o acido oléico, importante acido com
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propriedades emolientes, apresenta-se em maior quantidade na manteiga de cupuagu

(3,5%) (Sato, 2001; Lanne & Gioelli, 2004).

O perfil de triacilglicerois também reflete na ponto de fusdo da manteiga de
cupuacu. Esta gordura apresenta um ponto de fusdo de 50,4°C, uma temperatura maior
quando comparado a outros 6leos vegetais, como gordura de muru-muru (31,7°C) e 6leo
de pracaxi (18,5°C) (llman, 2008). Dessa forma, a manteiga de cupuacu possui uma
ressitencia maior ao calor e tem sido utilizado como substituto da manteiga de cacau em
uma variedade de produtos na inddstria alimenticia, farmacéutica e cosmética (De

Oliveira e Genovese, 2013).

Outrossim, a alta concentracdo de acidos graxos monoinsaturados, em especial o
acido oleico, torna a manteiga do cupuacu mais macia, dessa forma € viavel a
incorporacdo de até 25% desta gordura na temperagem da manteiga de cacau, sem alterar
a textura e os valores de snap na fabricacdo de produtos alimenticios, especialmente o

chocolate (Quast et al, 2007).

A farinha desengordurada, o concentrado e isolado proteico obtidos da semente
de cupuacu também foram produzidos, e considerados boas fontes de aminoacidos, a citar
os aminoacidos sulfurados, acido glutdmico e aspartico, além de que esses produtos
apresentaram 27,7%, 31,2% e 64,3% de proteinas totais, respectivamente (Carvalho et al.,

2009).
3 PROCESSO FERMENTATIVO DAS SEMENTES DO CUPUACU

Assim como acontece com 0 cacau, a fermentacdo das sementes do cupuagu
possui diversas finalidades bem esclarecidas por Vuyst & Weckx (2016), onde ocorre a
remocao completa da polpa ao redor da semente, formacao de compostos precursores do
aroma e sabor (aminoacidos livres e agucares redutores), reagdes quimicas e enzimaticas
(hidroliticas e oxidativas), e consequente reducdo do amargor e a adstringéncia da

semente.
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Conforme as praticas de cada produto rural, as sementes de cupuacu, previamente
despolpadas, séo dispostas em pilhas, cestos ou cochos de madeira (Schwan & Wheals,
2004) (Figura 2) cobertos com sacos de aniagem e folhas de bananeira, que tem como
finalidade manter a temperatura gerada pelo metabolismo microbiano. Como ocorre com
0 cacau, a polpa residual obtida como residuo do despolpamento das sementes, € a
principal fonte de substratos para o desenvolvimento dos microrganismos essenciais para

0 processo (Guehi et al, 2010; Ramos et al, 2020).

Figura 2. Cocho de fermentagé&o.
Fonte: Autor (2021).

Embora na composicao da polpa do cupuagu existam uma diversidade de compostos
aromaticos (apresentados no tépico 4.1), o despolpamento industrial das sementes é
essencial para o desenvolvimento do processo fermentativo, pois 0 uso de sementes
totalmente cobertas de polpa prolongaria o tempo de fermentacdo, afetaria a liquefacéo
da polpa e 0 aumento de temperatura necessaria para ocorréncia da sucessao microbiana
fermentativa, e causaria a ocorréncia de microrganismos putrefativos (Ramos et al.,
2020).

A fermentacdo é uma sucessdo de acGes microbianas na semente, e ocorre de
forma natural no meio ambiente, como acontece nas sementes de cacau, estas acOes

ocorrem sendo guiadas por microrganismos sensiveis, como: bactérias acido acéticas
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(AAB) que utilizam os acucares em etanol transformando-o em acido acético; as bactérias
laticas (LAB) na fermentacdo, metabolizam o &cido citrico em acido latico, resultando
em uma acidez ndo volatil, podendo ser um ponto negativo no produto final, assim como
podem ser responsaveis pela producdo do composto 3-metilbutabal (reacdo de Strecker),
que ira contribuir sensorialmente ao produto final com notas de chocolate (Ayda et al.,

2001; Schwan & Wheals, 2004; Ramos et al., 2016; Agostini et al., 2021).

Tais reacGes metabdlicas sdo exotérmicas e ocasionam o aumento de temperatura
pela liberacdo de energia, que é um dos parametros de monitoramento da fermentagédo
(Abdullahi et al., 2018; Figueroa-Hernandez et al., 2019), caracterizando a primeira fase

do processo fermentativo das sementes de cacau (Figura 3).

A microflora identificada em processos fermentativos de cacau e possivelmente
em cupuacgu também, em diversos lugares, afirma ser possivel encontrar diferencas quanto
as espécies identificadas na fermentacdo de cada pais, sugerindo que fatores como
manipulacdo, temperatura local, umidade, solo e fatores abidticos podem alterar a

microbiota local (Papalexandratou et al., 2011; Illeghems et al., 2012).

A superficie das folhas de bananeira, a microbiota presente nas méos e utensilios
dos trabalhadores, utensilios, solo, formato e material das caixas de fermentacdo e a
propria variedade do fruto e fatores ambientais sdo importantes para proporcionar a
contaminagdoespontanea do ambiente de fermentag&o e contribuir para um processo mais

eficiente (Schwan & Wheals, 2004; Ramos et al, 2020).

No que diz respeito ao tempo de fermentacdo do cacau, pode variar de acordo com
cada regido, produtor, ou ainda, variedade do fruto utilizada, sendo entre 5 e 7 dias
(Chagas Junior et al., 2020, Lima et al., 2011) e o prolongamento representa um risco
para a qualidade do produto final pela obtengdo de améndoas com sabores estranhos (off-
flavors). O mesmo pode ser aplicada para as sementes de cupuagu segundo relatos de

Alvarez et al. (2017) e Ramos et al. (2020).
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Figura 3: Reacfes quimicas e bioquimicas na fermentagdo do cupuacu.
Fonte: Adaptado de Schwan & Wheals, 2004 e De Vuyst & Weckx, 2016.

A presenca de &cido citrico no inicio da fermentacdo, funciona como co-substrato
para que as LAB possam produzir acido latico ou compostos, como acetoina e diacetil,
aumentando o pH e permitindo o crescimento bacteriano necessario para a continuidade
do processo (Papalexandratou et al., 2011; De Vuyst & Weckx, 2016).

O processo fermentativo do cacau e suas peculiaridades vem sendo estudado ao
longo dos anos por diversos pesquisadores ao redor do mundo (Rodriguez-Campos et al.,
2012; Romero-Cortes et al., 2012; Miguel et al., 2017) e, também, com destaque para
recentes trabalhos com o cacau amazonico (Chagas Janior et al., 2020). No entanto, no
que diz respeito ao processo fermentativo de cupuacu utilizando um in6culo fangico, este

estudo € de carater inédito para a regido amazonica.

Leveduras, como a Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii e
Kluyveromyces marxianus, produzem algumas enzimas pectinoliticas que sao capazes de
quebrar a pectina, tal enzima é responsavel pela viscosidade da polpa do cupuacu,
permitindo a degradacdo da polpa e a formacdo de espagos para a circulacdo de ar
(Schwan & Wheals, 2004; De Vuyst & Weckx, 2016). Leveduras também sdo capazes de
sintetizar invertases que atuam na degradacdo de polissacarideos presentes na parede
celular dos vegetais, nesse caso, das sementes de cacau e cupuagu ao longo do processo

fermentativo (Chagas Junior et al., 2020; Ramos et al., 2020).
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A entrada de ar na massa fermentativa e o ligeiro crescimento do pH, favorecem
o crescimento de AAB que oxidam o etanol presente nos cotilédones das sementes em
acido acético, impulsionando o aumento de temperatura e morte do embrido em
decorréncia da ruptura de membranas internas e células polissacaridicas, lipideo-proteicas
e polifenolicas presentes nos cotilédones por meio de reacdes altamente exotérmicas

(Moreira et al, 2017; do Carmo Brito et al, 2017)

A testa da semente funciona como uma barreira endégena auxiliando na cinética
da fermentacdo, retencdo da gordura da semente e protecdo contra microrganismos
putrefativos e deterioradores. Embora a presenca do acido acético e o calor sejam
apontados como fatores relevantes para a morte do embrido, o etanol também pode ser
responsavel pela ativacdo de enzimas que degradam o embrido (Schwan & Wheals, 2004;

De Vuyst & Weckx, 2016).

A alta temperatura e o baixo pH sdo necessarios para a hidrolise de proteinas e,
consequente liberacdo de aminoéacidos livres, importante precursores de aromas e sabores,
além de fonte de aminas bioativas (Hernandez-Hernandez et al, 2016). Os aminoacidos
livres juntamente com o0s agucares redutores sdo 0s responsaveis pela reacdo de Maillard,
onde, durante a torracdo, sdo formados uma gama de compostos responsaveis pelo aroma
e sabor, como aldeidos, pirazinas, cetonas, ésteres é alcoois (Figueroa-Hernandez et al,

2019).

Em fermentacdo esponténea das sementes de cupuacu despolpadas, Cohen &
Jackix (2005) registraram temperaturas maximas entre 47 e 49°C, enquanto Ramos e
colaboradores (2020) obtiveram temperaturas méaximas de fermentagdo proximas ao 43°C
nas mesmas condicdes do trabalho anterior, no entanto utilizando caixas de isopor para a

fermentacéo.

VariagOes de temperaturas podem ser explicadas pela quantidade de sementes
usadas no processo, quantidades de massa maiores sdo diretamente proporcionais aos

valores de temperatura (Ramos et al, 2020). Para fins comparativos, em relacdo a



28
fermentacdo de cacau, Chagas Junior (2020) documentou uma temperatura maxima de
45°C no terceiro dia de fermentacdo espontanea seguido de um declinio até o final do

processo (Souza et al., 2020).

Fonte: Souza et al.(2020).

Com relacdo a umidade das sementes do fruto do cacau esta tende a aumentar
devido a elevacdo da temperatura da massa, causado pela absorcéo e retencdo de umidade
da polpa, ou ainda, pela oxidacdo do etanol a acido acético, culminando com a liberacédo

de géas carbdnico e dgua (Schwan & Wheals, 2004).

Os polifendis sdo metabolitos secundarios das plantas, classificados em diversos
grupos que vao desde os mais simples, como os acidos fendlicos, até os mais complexos,
como os flavonoides, e séo eles que conferem cor, sabor e adstringéncia em alimentos.
Ademais, eles servem como substratos para algumas reagdes enzimaticas que culminam
com o escurecimento do alimento (Cheynier, 2012) e, no cupuagu, também estdo

relacionados com atividade antioxidante (Yang et al., 2003).

As sementes de cacau in natura apresentam maiores concentracfes de compostos
fendlicos e, ao longo da fermentacgdo, sofrem oxidacdo e diminuem consideravelmente

(Pugliese et al., 2013; Chagas Junior et al., 2020).

A perda de compostos fendélicos esta associada a atividade da polifenoloxidase
(PPO) formando compostos denominados quinonas, atuante nas reacdes enzimaticas de
escurecimento dos grdos e que possui atividade 6tima entre 42 e 45 °C, além de ser

influenciada por outros fatores como a polimerizacdo e exsudacdo do liquido liberado
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durante a fermentacdo (Nazaruddin et al., 2006) Na fermentacao de cacau, Chagas Junior
et al (2020) observou essa perda entre 30% e 60%, de forma semelhante aos estudos de

do Carmo Brito et al. (2017).

As mudancas causadas pela fermentacdo também sdo observadas no aspecto
visual das sementes. A sementes in natura apresentam coloracdo amarelo-creme e sem
compartimentacao, com o decorrer dos dias mudancas sutis vao acontecendo na coloragéo
das bordas das sementes e, por fim, a cor marrom-avermelhada preenche todo o espaco,
indicando boa fermentacédo (Figura 4) (Souza et al., 2020).

Por sua semelhanca quimica e morfologica com o cacau, e 0 comeco da exploracéo
econdmica, de forma alimenticia ou no ramo de cosmeéticos, e a inexisténcia de dados
sobre o cupuacu, pode-se considerar como fonte de comparacéo as pesquisas realizadas
com o cacau. Além disso, a fermentacdo das sementes de cupuagu € um processo
espontaneo que, mesmo com a utilizacdo de indculos que objetivam colaborar com a
qualidade das améndoas geradas, € um processo com uma enorme diversidade microbiana
atuante, com reacdes ecompostos sendo formados em maior ou menor intensidade.
Identificar esses microorganismos, bem como compreender as possiveis mudancas que
eles promovem durante esta etapa, afim de viabilizar medidas que assegurem uma alta

qualidade e uniformidade do produto final.

4 COMPOSTOS VOLATEIS FORMADOS DURANTE A

FERMENTACAO

Inimeros compostos volateis sdo formados durante a fermentacdo por meio de
reacOes microbianas e enzimaticas e contribuem para a formacéo do perfil de aroma e

sabor do produto final (Aprotosoaie et al., 2016). Aldeidos, cetonas, alcoois, acidos

organicos, ésteres, pirazinas, hidrocarbonetos sao alguns dos compostos heterociclicos
presentes nas sementes fermentadas, e as quantidades e variedades podem ser afetadas
pelo ambiente de fermentacdo (meio externo e interno), bem como pela variedade da

espécie, composicdo do solo e condicBes climaticas (De Vuyst & Weckx, 2016).
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Para o cacau, as pirazinas sdo consideradas o grupo mais importante de odorantes
responsaveis pelo aroma de chocolate e sdo indicadores da qualidade do processo de
fermentacdo, especialmente para a tetrametilpirazina que atinge valores de 5g/mg de

cacau ao final da fermentacao (Rottiers et al., 2019).

Os esteres, compostos organicos derivados dos acidos carboxilicos, também
apresentam funcdo significativa na formacdo de aroma e sabor dos alimentos. Em
améndoas de cacau fermentado, o fenil acetato (29,86 mg/kg) e o acetato de octila (12,74
mg/kg) foram os ésteres predominantes de acordo com estudo recente de Godocikova et
al. (2020). Com relacdo ao cupuacu, o acetato de etila, € encontrado normalmente na polpa
(Quijano & Pino, 2007) e foi confirmado nas primeiras 48 hs do processo fermentativo
do cupuacu conforme Ramos et al. (2016), bem como o acetato de 3- metilbutila, éster de
baixo peso molecular, que confere notas frutadas, chocolate e malte(Rodriguez-Campos

etal., 2012).

Os aldeidos sdo encontrados com bastante frequéncia nos alimentos fermentados
e apresentam caracteristicas aromaticas de acordo com o tamanho da cadeia carbonica.
Aldeidos com 3 a 5 carbonos, como o propanal, butanal e pentanal, apresentam notas

maltadas/herbéaceas.

O benzaldeido e benzenoacetaldeido estdo presentes no inicio da fermentacéo de
cupuacu se mantendo elevados até o final do processo (Ramos et al., 2016). Por meio da

degradacdo de Strecker, etapa intermediaria da reacdo de Maillard, o 3-metilbutanal
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(0,008 mg/kg™?) foi quantificado fermentacdo de sementesde cacau (Frauendorfer &
Schieberle, 2008). Este composto é proveniente do aminoacido leucina, com notas

marcantes de malte e chocolate (Schwab et al., 2008; Frauendorfer & Schieberle, 2006).

O grupo hidroxila dos alcoois é responsavel e determinante nas propriedades
exercidas por esses compostos. Os alcoois sdo amplamente distribuidos na natureza,

abundante em aromas relacionados a alta aceitacdo de alimentos (Parker, 2015).

Na polpa de cacau € encontrado o 2-metil-3-buten-2-ol (Kadow et al., 2013),
enquanto o 3-metil-2-buten-1-ol estd presente na polpa de cupuacu (Quijano & Pino,
2007). Os élcoois 2-pentanol e 2-heptanol foram identificados nas Ultimas horas de
fermentacdo de cupuacu (Ramos et al., 2016), assim ha a possibilidade de estender o
tempo de fermentacdo com o intuito de otimizar a formacdo de outros compostos

interessantes para o sabor do produto final (Strohalm et al.,2007).

Acredita-se que a polpa exerca um papel na formacdo de compostos de sabor
devido a presenca de algumas moléculas, como o linalol, 3-metil-2-buten-1-ol, 3-
metilbutanol e etanol (Quijano & Pino, 2007). Na fermentacdo de cupuacu com 15% de
polpa foi observado um ligeiro aumento do 3,7-dimetilocta-1,6-dien-3-ol em comparacéo
com o experimento sem a polpa (Ramos et al., 2016). Isso pode ser explicado, devido ao
linalol ser um composto naturalmente presente na polpa de cupuacu e com elevado

impacto no aroma caracteristico do fruto (Quijano & Pino, 2007).

As cetonas sdo compostos organicos pertencentes ao grupo das funcoes
oxigenadas, formadas atraves de oxidacdo e descarboxilacdo de acidos graxos e bem
conhecidas como odorantes de alimentos devido ao seu aroma semelhante a frutos secos

(Guichard, 2016).
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O composto 3-hidroxi-2-butanona, da classe das acetoinas, ¢ encontrado em
quantidades significativas no momento em que a temperatura da massa fermentativa esta
mais elevada (Ramos et al., 2016). Rodriguez-Campos et al. (2012) explicou que a
producédo deste composto também é elevada durante a secagem, pois é resultante da acéo

de microrganismos sobre 0 &cido citrico.

Diversos &cidos monocarboxilicos, como o &cido butanoico, o acido 3-
metilbutandico, o acido 2-metilpropanoico, sdo originados pela acdo coordenada de
bacterias acéticas do género Acetobacter e Gluconobacter durante a fermentacéo e sdo de
suma importancia pelo aroma intenso, principalmente de chocolate (Schwab et al., 2008;
Rodriguez-Campos et al., 2012). Este Gltimo foi encontrado no ultimo dia de fermentacéo
das sementes de cupuacu sem a polpa e no terceiro dia de fermentacdo das sementes com

15% da polpa, atingindo um pico préximo das 90 horas do processo (Ramos et al., 2016).
5 MICROBIOLOGIA DA FERMENTACAO
5.1 Leveduras

As classes de microorganismos envolvidos na fermentacdo de cacau ja sdo bem
elucidadas por meio de varias técnicas moleculares e convencionais (llleghems et al.,
2012; Romero-Cortes et al., 2012; Meersman et al, 2013), comprovando o dominio de
bactérias e leveduras com atuacdo especifica sobre substratos dos frutos para formacéo

de precursores de aroma e sabor.

Leveduras sdo seres eucariontes pertencentes ao grupo de microfungos do Reino
Fungi, e apresentam um crescimento vegetativo essencialmente unicelular (Walker &
White, 2005). Saccharomyces cerevisiae é a espécie que tem sido mais recorrente no
curso inicial da fermentacdo de cacau e cupuagu, seguida de outras espécies, tais como,

Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora guilliemondii, Candida krusei e Pichia
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kudriavzevii, pois possuem boa tolerancia ao calor e a presenca de acidos, além de
excelente atividade pectinolitica (Hamdouche et al. 2015; Vuyst & Weckx, 2016; Ramos
et al., 2020). Essas espécies também foram consideradas as maiores produtoras de
compostos volateis na fermentacdo de cacau (Schwan e Wheals, 2004; Chagas Junior et

al., 2021).

A diversidade das espécies de leveduras € muito maior do que a das espécies
bacterianas, dessa forma elas possuem efeitos mais significativos na eficiéncia da
fermentacdo e na qualidade final da améndoa de cacau e cupuacu (Meersman et al., 2013;

Chagas Junior et al., 2020).

A metabolismo da populacdo de leveduras no ambiente fermentativo é
responsavel pelo desenvolvimento de diversas moléculas sensoriais no cacau (Bastos et
al.,2019, Koné et al., 2016) e na literatura existem diversos trabalhos demonstrando o uso
de cultura starter, como Pichia kudriayzevii, Saccharaomyces cerevisiae, Candida
tropicalis e Torulaspora delbrueckii, que fomentam a formacdo desses compostos que
conferem aromas frutados, florais, herbaceos e doces ao longo da fermentacédo (Batista et

al., 2016; Visintin et al., 2017)

Recentemente, Chagas Junior et al. (2021), ao fermentar cacau na Amazénia,
documentaram a formacéo a formacao de compostos aromaticos, como isoamil benzoato,
benzaldeido e tetrametilpirazina, utilizando culturas de S. cerevisiae e P. kudrivzevii. Este
estudo foi capaz de relatar a importancia da presenca de leveduras no ambiente

fermentativo.

O uso de indculo misto de Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora delbrueckii
foram responsaveis pela formacdo de quantidades significativas de alcoois e ésteres

(Visintin et al., 2017) e os mesmos resultados significativos foram relatados ao utilizar
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in6culo misto de S. cerevisiae, Lactobacillus plantarum e Acetobacter pasteurianus

também na fermentacdo de cacau por Moreira et al. (2018).

Estas pesquisas comprovam os beneficios e a relevancia da presenca de culturas
de leveduras para a obtencdo de sementes de cacau de qualidade que ira refletir nas
caracteristicas sensorial dos produtos alimenticios, como aromas frutados, baixos niveis
de acidez e manutencdo dos niveis de compostos antioxidantes. Além disso, esses
microorganismos ainda possuem a capacidade de diminuir o tempo de fermentacdo que,
ao aplicado em escala industrial, pode contribuir para maior produtividade e reducdo de

custos (Chagas Junior et al., 2020; Sandhya et al., 2016; Ooi et al., 2020).
5.2 Bactérias laticas

As bactérias do acido latico também estdo presentes no ambiente fermentativo e
sdo responsaveis por formar acido latico por meio do acido citrico e dos acUcares
presentes na polpa, que, em excesso, 0 acido latico pode conferir uma acidez indesejavel
ao produto final (Afoakwa, 2011; Schwan & Wheals, 2004). No entanto este grupo de
microorganismos é muito importante pois também sdo produtoras de compostos de sabor

(Lefeber et al.,2011).

Apds a atuacdo das leveduras, as bactérias laticas tornam-se dominantes e estudos
demonstram que a presenca destas permitem a producdo de sementes bem fermentadas
(Mai et al., 2014). O género Weissella é encontrado no inicio do processo fermentativo
de cacau e diminui ao longo dos dias devido o surgimento de condi¢Oes adversas, pois
este género ndo é capaz de suportar altas temperaturas e concentrac6es de etanol (Pereira

etal., 2012).

As bactérias do género Weisella também foram encontradas em abundancia no

inicio da fermentacdo de sementes de cupuagu com diferentes porcentagens da polpa
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mucilaginosa e, assim como acontece com o cacau, sofreram diminuicdo apos as 48 horas

(Ramos et al., 2020).

As espécies do género Lactobacillus também estdo presentes na fermentacédo de
cupuacu, atingindo nimero maximos em 36 horas de fermentacédo, e apresentaram um
pequeno declinio na fase final do processo (Ramos et al.,2020). As espécies do género
Lactobacillus, tais como, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum séo
relatadas com bastante frequéncia e possuem funcédo de metabolizar os aglcares e acido

citrico para producéo de &cido latico, &cido acético e etanol (Meersman et al., 2013).

Diversos estudos afirmam que esse género € dominante no ambiente fermentativo
de cacau, pois € bastante tolerante a presenca de acidos, temperaturas elevadas e eficiente
capacidade de metabolizacdo do acido citrico presente nos resquicios da polpa
mucilaginosa do fruto (Camu et al, 2007; Papalexandratou et al., 2011; Meersman et al.,

2013).

Além disso, as bactérias laticas L. plantarum 89 e L. plantarum 90 isoladas de
sementes de cupuacu fermentadas e aplicadas em estudos in vivo e in vitro exibiram
propriedades probioticas, como resisténcia ao ambiente gastrointestinal, resposta anti-
inflamatdria e maior sobrevida apds contagio com patdgenos, mostrando que estas cepas
bacterianas apresentam capacidade de aplicacdo em matriz alimentar (Ornellas et al.,

2017).

Outra atividade associada ao metabolismo das bactérias do acido latico,
especificamente as Lactobacillus brevis e Lactobacillus plantarum, foi o método
metabolico da producdo de fenilacetaldeido a partir da aplicacdo de enzimas aromaticas

que podem converter aminoacidos, como a tirosina e o triptofano na fase final de
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transaminacao (Agyirifo et al., 2019). Ambas espécies sao amplamente encontradas na

fermentacdo de sementes de cacau amazonico (Serra et al., 2019).

5.3 Bactérias acéticas

O revolvimento da massa a partir das 48 horas é importante para a entrada de ar e
homogeneizagao da temperatura, essas condi¢des favorecem o crescimento e estabilidade
das bactérias do acido acético que também sdo fundamentais na formagao de compostos
de sabor. Dessa forma, acredita-se que a aplicacdo do revolvimento didria na massa
fermentativa também esta consideravelmente ligada a producgédo de compostos de sabor

(Fowler, 2009; Hamdouche et al., 2019).

Com relacéo ao grupo de bactérias do &cido acético, o género Gluconobacter foi
abundante nos primeiros dias de fermentacdo de cupuacu, diferentemente do género
Acetobacter que apresentou quantidades significativas nas ultimas horas do processo

(Ramos et al., 2020).

Pesquisas ja realizadas acerca da fermentacdo do cacau, apontaram que as
bactérias acéticas do género Acetobacter, sdo as responsaveis pela oxidacdo do etanol em
acido acético, estas bactérias ocorrem com maior frequéncia em relacdo as do género
Gluconobacter, isso pode ser explicado pela preferéncia e disponibilidade no meio de

substratos, como etanol e agucar (Schwan & Wheals, 2004; De Vuyst et al., 2008).

Em fermentacbes de cacau realizadas na Africa, as espécies Acetobacter
ghanensis e Aetobacter senegalensis sdo as mais comumentes encontradas no inicio do
processo e no decorrer dos dias sdo sucedidas pelas Acetobacter pasteurianus, ilustrando

a diversidade microbiana limitada presente na fermentagdo do cacau (Camu et al., 2007).
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As diferentes fontes de contaminacdo espontanea presentes no ambiente de
fermentacdo também resultam na presenca de enterobactérias, como Escherichia e
Shigella (Ramos et al., 2020). No entanto, os mesmos autores ndo identificaram outras
espécies de enterobactérias como Tatumella e Pantoea, que costumam estar presentes na
fase inicial da fermentacdo do cacau, mesmo em baixas concentrac6es (Papalexandratou

et al., 2013), talvez pela influéncia da composi¢éo da polpa do cupuagu.
5.4 Fungos filamentosos

Como citado anteriormente, muitos agentes estdo envolvidos no desenvolvimento
dos atributos sensoriais das améndoas, 0s quais podem ser abidticos e/ou biéticos (Camu
et al.,, 2008). Dentre estes, destaca-se a presenca de microrganismos durante a

fermentacao, como as leveduras, bactérias e os fungos filamentosos (Schwan, 1998).

Majoritariamente, a presenca de fungos filamentosos é relacionada a perda da
qualidade das sementes, pois estes fungos produzem toxinas que podem causar a
degradacdo do sabor e/ou podem ser maléficas a saude humana (Mounjouenpou et al.,

2008). No entanto, essas caracteristicas estdo atreladas a espécie presente no meio.

S&o microorganismos que possuem capacidade de absorver uma grande variedade
de substratos para produzir enzimas (Chan et al., 2018), algumas mais tecnologicamente
relevantes para a industria de processamento de alimentos, a citar a industria cervejeira,
como a amilase, celulase, xilase e as pectinases, uma vez que possuem a fungdo de

hidrolisar polissacarideos do meio em agucares simples (Reddy & Sreeramulu 2012).

Os fungos filamentosos podem contribuir na fermentacdo das sementes de cacau,
e Ardhana & Fleet (2003) mostraram que cepas desses microrganismos foram detectadas
e associadas a reacdo enzimatica de poligalacturonase, um grupo de enzimas que

decompdem a pectina, através da hidrélise das ligagbes glicosidicas. Dessa maneira,
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acredita-se que esses fungos podem contribuir com as transformacdes bioquimicas da

polpa e, consequentemente, das sementes.

Os fungos fazem parte do ecossistema aerobioldgico e apresentam-se em grandes
quantidades, devido a sua grande facilidade em colonizar diferentes substratos e crescer
em condicdes ambientais extremas. Entre os varios tadxons existentes, destaca-se
Cladosporium spp, que é considerado um dos mais universais, heterogéneos, de maior
concentracdo na atmosfera, particularmente em regides temperadas (Zoppas et al., 2011)
e mais comumente isolados do ambiente em quase todo lugar do mundo, a partir de

praticamente qualquer fonte ambiental e localizacdo geografica (Bensch et al., 2012).
5.4.1 Cladosporium cladosporioides

O género Cladosporium pertence a familia Mycosphaerellaceae, é considerado um
dos géneros maiores e mais heterogéneos, apresenta, aproximadamente, 500 espéciesque
podem ser facilmente encontradas em diversos ambientes internos e externos como,
matéria organica estragada, superficies de vidro, canos de agua, alimentos, solo, palha,
plantas lenhosas, caules de plantas herbaceas, entre outros, caracterizando-se como um
contaminante importante para os alimentos (De Hoog et al., 2000; San-Martin et al., 2005;

Al Matar & Makky,2016).

Dentre as espécies mais isoladas comercialmente, encontram-se o Cladosporium
sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium herbarum e
Cladosporium elatum e sdo frequentemente isoladas do ar, solo, alimentos e materiais
téxteis (EI-Morsy, 2000; Al Matar & Makky, 2016). Além disso, algumas espécies
possuem importancia médica e sdo capazes de produzir antibiéticos que funcionam como
inibitérios para diversas bactérias, a citar Bacillus subtilis, Escherichia coli e Candida

albicans (Gallo et al. 2004).
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A espécie Cladosporium cladosporioides tem melhores condicGes de crescimento
em meio de agar de batata-dextrose (PDA) gerando conidios unicelulares (esporos). Este
microrganismo é reconhecido pela formagdo de col6nias de 3 cm de didmetro com
superficie plana e aveludada, apresentando coloracdo verde-oliva ou marrom devido a
presenca do pigmento melanico (hidroxinaftalenomelanina) em sua parede celular

(Pereira et al., 2005; Miladinovic -Tasic” 2007).

O fungo Cladosporium cladosporioides é capaz de secretar diversas enzimas e por
iSso possui interesse biotecnoldgico para uso como cultura starter. Bastos et al. (2013)
relataram que este fungo € capaz de excretar a pectinase, uma importante enzima presente
em material vegetal, fungos e bactérias e com aplicacdo industrial no processamento de
alimentos. As pectinases sdo responsaveis pela degradacdo da pectina por meio da
desmetoxilacdo da cadeia de homogalacturonana da pectina, liberando metanol e pectina
acida.

Estes microorganismos que tem a capacidade pectnolitica também sdo
interessantes para o0 uso na fermentacdo de grdos de café, auxiliando na remocdo da
camada mucilaginosa que envolve os graos, reduzindo consideravelmente o tempo de
fermentacdo (Avallone et al., 2002; Pasha et al., 2013) e a sua presenca tem sido
relacionada com a obtencdo de um café de qualidade (Pasin et al., 2011; Silva et al., 2008).
Com relacdo ao uso na fermentagdo das sementes de cacau, a agdo de enzimas
pectinoliticas também colaboram para o desenvolvimento do sabor final do chocolate

(Schwan & Wheals, 2004; QOuttara et al., 2010).

Além disso, as enzimas de origem fungica que degradam pectina sdo grandes
facilitadores do processo fermentativo das uvas para a obtengdo do vinho de qualidade,
com realce de cor e sabor (Sieiro et al. 2012). Diante dos expostos, acredita-se que 0 uso

do indculo de Cladosporium cladosporioides com capacidade de secretar enzimas
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pectinolitica € de grande importancia para aplicacdo no processo fermentativo de

cupuagu.

Araujo et al. (2019) ao estudar a diversidade de fungos filamentosos presentes na
fermentacdo natural das sementes de cacau, encontrou que a espécie C. cladosporiodes
apresentou o melhor indice enzimatico para a atividade das pectinases (2,1) e, também,
de celulases (4) e xilases (2,5). Sendo assim, a presenca desse fungo pode contribuir de
forma benéfica na fermentacéo, principalmente no que diz respeito a elevada presenca de
celulase, uma vez que a polpa de cacau e cupuagu séo ricas em celulose que precisa ser
quebrada em moléculas menores de glicose, desencadeando as reacdes necessarias para

o desenvolvimento da fermentacao.

Ji et al. (2014) e Vazquez-Montoya et al. (2019) relataram que o C.
cladosporioides é uma espécie altamente produtora de celulose que utiliza mecanismos
de degradacéo baseado na secrecdo de celulases individuais que agem pontualmente sobre

a celulose presente no material vegetal.

Araujo et al. (2019) também demonstrou a presenca de atividade xilanolitica de
C. cladosporioides, corroborando a pesquisa de Hong et al. (2011) que documentou que
este fungo exige grande potencial para a rapida secrecdo de xilanases. A lacase é outra
enzima tipica do Cladosporium cladosporioides que catalisa a oxidacdo de substratos

organicos e inorganicos (Halaburgi et al., 2011),

Estudos realizados em Cladosporium cladosporioides documentaram a presenca
de compostos bioativos, como o acido p-metilbenzoico, que estimula a produgéo de 1,5-
benzodiazepina, um importante composto ativo com aplica¢des na industria farmacéutica
e que apresenta beneficios a saude humana. Do mesmo modo, a calfostina C foi relatada

em C. cladosporioides, que funciona como um excelente agente anticancer pois inibe a
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proliferacdo de metastase e induz a apoptose ao causar estresse nas células cancerigenas

por meio de terapia fotodindmica (Al Mattar & Makky, 2016).

Um grupo de pesquisa da China estuda a alguns anos produtos naturais bioativos
provenientes de microorganismos halotolerantes, ou seja, aqueles que sdo capazes de
viver em condicdes ambientes de alta salinidade, como o Cladosporium cladosporioides
e relataram que o fungo produz lactonas, compostos derivados de benzeno, cladosporina,
cladospolido e novos acidos graxos que ndo apresentam atividade citotoxica e podem
apresentar potencial atividade antimicrobiana e anticancer (Zheng et al., 2010; Lu et al.,

2009; Peng et al., 2017).

Demais estudos sugerem que o uso do C. cladosporioides na forma de extrato
pode ser uma possivel fonte de compostos antioxidantes e moduladores antiogénicos.
Manjunath et al. (2016) observaram que o isolado fungico apresenta uma alta capacidade
antioxidante baseado na eliminacao do radical DPPH, além disso o extratou apresentou
poder redutor do ion férrico (Fe *°) (Gulcin, 2006). Também foi analisado o extrato de
acetato de etila de C. cladosporioides submetido a atividade angiossupressora e as regides
avasculares tratadas com esse extrato apresentaram uma supressao significativa da

angiogénese

Apesar de muito estd sendo estudando sobre a capacidade enzimatica,
antioxidante, citotoxica e farmacoldgica do fundo filamentoso C. cladosporioides, além
da sua capacidade de produzir diversos metabolitos como fendis, quinonas e terpendides
(Miller et al. 2012; Qadri et al. 2013) e estabilidade em altas temperaturas e extensas
faixas de pH, presencga de compostos bioativos, tornando-se ainda mais interessante para
0 uso no ambiente fermentativo (Damaso et al. 2012), ainda ndo existem dados suficientes

para correlacionar a presenca do fungo com a fermentagéo de cupuacu de boa qualidade.
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E no que diz respeito ao processamento de sementes de cacau na presenca dos
fungos, esta espécie tem sido relacionada com um grdo de qualidade, uma vez que
consomem a mucilagem da polpa, impedindo o desenvolvimento de outros
microrganismos patogénicos (Oliveira et al. 2011), mas a sua atividade total capacidade
durante a fermentacdo dessas sementes ainda nao é totalmente esclarecida (Copetti et al.,

2011).
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CAPITULO 2

ARTIGO

INFLUENCIA DO FUNGO Cladosporium cladosporioides EM PARAMETROS DE
QUALIDADE E PERFIL AROMATICO DAS AMENDOAS DE CUPUACU

(Theobroma grandiflorum SCHUM)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do inéculo fangico de Cladosporium
cladosporioides na fermentacdo das sementes de cupuacu. Foi realizada a fermentacédo
sem a presenca do indculo (controle) e com a presenca da suspensdo de esporos,
utilizando cochos de madeira recobertos com saco de aniagem e folhas de bananeira, em
triplicata. Foram realizadas analises de temperatura, pH, acidez, umidade, cinza,
proteinas, lipideos, fendlicos totais, acUcares redutores, contagem total de leveduras e
bactérias acéticas e perfil aromatico. Foram observadas variagdes significativas (p<0,05)
entre ambas fermentagcdes nos resultados de temperatura, pH, acidez total e compostos
fenolicos totais. Houve diferenca significativa na contagem de leveduras entre a
fermentacao controle (5,21 log/g) e com indculo (5,45 log/g) apenas no tempo 96 h. A
atividade enzimatica do fungo filamentoso contribuiu para a manutencdo dos teores de
compostos fenolicos totais e concentracdo final de acglcares redutores. A analise de PCA

evidenciou a formacdo dos mesmos grupos para ambas as fermentacdes.

Palavras-chave: cupuacu, fermentacéo, indculo fungico, compostos fendlicos.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the influence of the fungal inoculum of
Cladosporium cladosporioides on the fermentation of cupuassu seeds. Fermentation was
carried out without the presence of the inoculum (control) and with the presence of the spore
suspension, using wooden troughs covered with burlap sack and banana leaves, in triplicate.
Analyzes of temperature, pH, acidity, humidity, ash, proteins, lipids, total phenolics,
reducing sugars, total yeast and acetic bacteria count and aromatic profile were carried out.
Significant variations (p<0.05) were observed between both fermentations in the results of
temperature, pH, total acidity and total phenolic compounds. There was a significant
difference in yeast counts between control fermentation (5.21 log/g) and inoculum
fermentation (5.45 log/g) only at 96 h. The enzymatic activity of the filamentous fungus
contributed to the maintenance of total phenolic compounds and final concentration of
reducing sugars. The PCA analysis evidenced the formation of the same groups for both

fermentations.

Keywords: cupuassu, fermentation, filamentous fungal, phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

O cupuacu € um fruto nativo da regido amazonica, com expressao econdémica
baseada principalmente na polpa rica em carboidratos, &cidos graxos e micronutrientes
(Ramos et al., 2020). No entanto, o interesse nas sementes do fruto esta em ascensao em
razdo da possibilidade de producdo de um produto alimenticio, sensorialmente analogo
ao chocolate.

O chocolate é um produto de alta palatabilidade, apreciacdo e consumo, obtido a
partir das sementes beneficiadas do cacau, que movimenta grande parte da economia
mundial. Segundo a Associacédo Brasileira da Industria de Chocolates, Amendoim e Balas
(ABICAB), em 2020 o Brasil exportou cerca de 30 mil toneladas de chocolate para 145
paises.

A demanda por chocolates de alta qualidade tem crescido exponencialmente e 0s
consumidores estdo mais seletivos, buscando produtos inovadores com alto valor
sensorial e nutricional agregado. Dessa forma, o cupulate, produto analogo ao chocolate,
apresenta-se como um produto interessante, inovador, saudavel, além de ser uma
alternativa para aplicacdo das sementes beneficiadas e fomento da cadeia produtiva da
regiao.

Assim como ocorre com o cacau a fermentacdo das sementes do cupuacu é feita
de forma esponténea, com o objetivo de transformacdo dos substratos presentes na polpa,
como 0s agucares e acido citrico, em compostos desejaveis para a formacao do perfil
sensorial do produto, como alcoois, cetonas, aldeidos e ésteres. O metabolismo
microbiano do ambiente fermentativo também possibilita a elevacdo da temperatura e
mudancas de pH importantes para o desenvolvimento satisfatorio (Schwan & Wheals,

2004; Vuyst & Weckx, 2016).

Tradicionalmente, sabe se que cada microrganismo presente no ambiente
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fermentativo, tais como leveduras, bactérias laticas e bactérias acéticas, desempenham
um papel primordial no desenvolvimento de condi¢cbes favoraveis para o0
desenvolvimento do processo (Camu et al., 2007). Nesse cenario, as leveduras
apresentam maior nimero de pesquisas sobre seu uso como inoculo em fermentacdes de
cacau e cupuacu, bem como seu efeito sobre a qualidade final das améndoas (Ramos et

al., 2020; Chagas Junior et al., 2020).

Além das leveduras, existe uma diversidade muito grande de agentes abidticos e
bidticos presentes no meio que podem colaborar com a fermentacdo, e os fungos

filamentosos surgem como uma alternativa inovadora (Schwan, 1998; Camu et al., 2008).

Os fungos filamentosos séo capazes de tolerar altas temperaturas e mudancas de
pH, sdo possiveis de serem isolados de diversos ambientes e por isso sdo relevantes para

aplicacdo industrial. A espécie Cladosporium cladosporioides possui a vantagem de

sintetizar diversas enzimas importantes como a amilase, celulase, pectinase, xilanase e
lacase, mas também apresenta capacidade de produzir compostos bioativos com interesse
para a medicina e compostos aromaticos para agregar o perfil sensorial de produtos

(Araujo et al.,2019; Chan et al., 2018; Miller et al., 2012; Reddy & Sreeramulu, 2012).

Existem inGmeros trabalhos que relatam a acdo do fungo Cladosporium
cladosporioides como in6culo em fermentacdo de grdos de café. (Pasin et al., 2011,
Pereira et al., 2005; Silva et al., 2008). Essa espécie de Cladosporium é constantemente
associado ao fruto do café e a populacdo aumenta na medida que o fruto amadurece,
coincindo com a conversdo dos compostos fenolicos em acucares facilitando a

colonizagéo interna do fruto (Pereira et al., 2005).

Ainda, diferente de outras espécies de fungos como Aspergillus que possuem uma
influencia negativa em relacdo a qualidade dos grédos de café, a espécie Cladosporium
esta associada a produgdo de gréos de boa qualidade, no entanto, assim como em outros

gréos e sementes, faltam informacgdes exatas sobre a dindmica do fungo (Silva et al.,
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2008).

Araujo et al. (2019) investigou a diversidade de fungos filamentos e o potencial
hidroliticos de suas enzimas nas caracteristica sensoriais das sementes de cacau e, entre
outras espécies, concluiu que o Cladosporium cladosporioides possui capacidade de
secretar enzimas, em especial amilases, pectinases, Xilases e celulases, além de
demonstrar uma diversidade de fungos filamentosos em fermentacdo de semente de
cacau. Porém ainda ndo ha relatos do uso da cultura starter desse fungo nafermentacao de
sementes de cupuacu, dessa forma o objetivo é avaliar o efeito do Cladosporium
cladosporioides sob parametros quimicos, microbioldgicos e perfil aromatico de

sementes de cupuacu.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Foi utilizado o fungo Cladosporium cladosporioides (cddigo de isolamento no
Genbank: KU1799495) pertencente ao Banco de Fungos Filamentosos e Leveduras do

Laborat6riode Processos Biotecnoldgicos do PPGCTA.
2.2 Producdo de indculo fangico

O fungo foi cultivado no meio PDA em tubo inclinado, incubado em temperatura
ambiente por 10 dias. Depois do tempo de incubagdo, uma suspenséo de esporos foi obtida
com solucéo salina de tween esteéril (0,05% Tween 80 e 0,8 g/L cloreto de sédio) (Gifford
& Schoustra, 2013), onde foi adicionado quantidade suficiente de solucdo para cobrir 0s
micélios cultivados e, depois, feita uma raspagem de forma branda para ndo obter
fragmentos de micélio ou do meio de cultivo, com o auxilio de uma pipeta volumétrica.
A suspenséo de esporos obtida em cada tubo foi, entéo, transferida a um Erlenmeyer de
250 ml estéril, onde uma aliquota de 1ml foi retirada para contagem em Camara de
Neubauer. A partir dessa contagem, foi feita a diluicdo em solucéo salina de Tween para

obtencdo de uma suspensédo de esporos na concentracdo de 1x107 esporos/mL(Kumar et
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al., 2013), onde foi preparado 500mL de suspenséo de esporos.
2.3 Fermentacao das sementes de cupuacu

O processo fermentativo das sementes de cupuacu foi realizado na segunda
quinzena do més de junho de 2020 na Universidade Federal do Para (Belém — PA)
(latitude: -1.4557794, longitude: -48.4901968). A fermentacdo foi conduzida de acordo
com o descrito por CEPLAC (2011), onde foram realizados dois tipos de fermentacgdes:
uma sem a adicdo de indculo do fungo C. cladosporioides (controle) e outra contendo
sementes inoculadas com a suspensdo de esporos preparada previamente. Os dois
experimentos de fermentacdo foram realizados em triplicata, totalizando seis cochos de
fermentacdo, cada um contendo em torno de 15 kg de sementes, os quais foram cobertos

com folhas de bananeira e sacos de aniagem.

Para a inoculagdo da suspensdo de esporos (1x107 esporos/mL), foi utilizado um
borrifador (500ml), onde foi disposta uma camada de sementes e a suspensao foi
borrifada. Esse processo foi repetido até que toda a massa de sementes e todo o contetdo

da suspensdo de esporos fosse utilizado.

Com o intuito de favorecer a oxigenacdo, propiciando assim a adaptacdo do meio
a proliferacdo de bactérias acéticas, ap6s 48h de inicio do processo, realizou- se
revolvimentos nas sementes de cupuacu. A fermentacdo ocorreu durante 7 dias (168h),

onde foi realizado o acompanhamento da temperatura ao longo de todos os dias do

processo fermentativo e a medicdo foi feita em cinco pontos na superficie, meio e fundo
do cocho de fermentacdo. As aliquotas das amostras foram coletadas nos pontos de
medicdo da temperatura ate totalizarem aproximadamente 250 g de amostra, sendo estas,
armazenadas em sacos estéreis e mantidos sob congelamento (-18+2 °C) até a realizacéo

das analises.
2.4 Contagem de leveduras e bactérias acéticas

Foram homogeneizadosem saco estéril (colcoar capacidade em volume do saco)
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10 g de sementes de cupuacu e em 90 mL de agua peptonada (0,1% w / v), fornecendo
diluicGes de 10-1. Posteriormente, foram obtidas diluicdes decimais em série para a
quantificacdo das leveduras em agar YPD com cloranfenicol (100 mg/L) para inibicéo do
crescimento bacteriano. Foi utilizadaa técnica de espalhamento por superficie e as placas

foram incubadas a 28°C por 72 h (Baffi et al., 2011).

Para bactérias de acido acético (AAB), foram preparadas diluicGes decimais em
série em &gar GYC com 0,2 ml de nistatina, para a inibi¢do do crescimento fangico. Foi
utilizada a técnica de espalhamento de placas, e as placas foram incubadas a 30°C por 96

h (Ho et al., 2014).
2.5 Analises fisicas e quimicas das sementes

Ap0s descongeladas, retirou-se a testa e o embrido das améndoas de cupuacu e
analisou-se os cotilédones previamente triturados em moinho de amostras (Ika®, mod.
A11B). Segundo métodos da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006)
para améndoas de cupuagu e seus derivados, foram realizadas as analises de acidez total

titulavel (31.06.06, AOAC), pH (970.21, AOAC), umidade (931.04, AOAC), cinzas

(972.15, AOACQ), lipidios (963.15, AOAC) e proteinas (970.22, AOAC). Todas as
analises foram realizadas em triplicata (n=3).

2.6 Fendlicos totais

A determinagdo de compostos fendlicos totais foi realizada nas améndoas de

cupuacu conforme o método descrito por Singleton & Rossi (1965).

Os valores obtidos foram expressos em miligramas de equivalentes em catequina
por grama de améndoa seca (mgEC/g). Para a analise utilizou-se 1 grama de cupuagu
seco, triturado em moinho (Ika® modelo A11B) e desengordurado. Foi feita a maceracao
das amostras em 3 mL da solucdo extratora (70% acetona/29,5% agua/0,5% acido acético),
em seguida foi filtrada em baldo de 10 mL ambar e aferido com solucdo extratora. Em

novos tubos, foram adicionados 250 puL do extrato e 1250 pL da solucdo de Folin-
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Ciocalteau (10%) para homogeneizacgdo por 2 min em temperatura ambiente. Em seguida,
foram adicionados 1000 pL de Na.COs (7,5%) e, novamente, foi homogeneizado em
vortex. Apds 90 minutos de reacdo, protegidos da luz, as amostras foram analisadas no
espectrofotdmetro (Bel Photonics modelo UV-M51) a 760 nm (y=0,0597x+ 0,0858, Rz =

0,9926).
2.7 Quantificacdo de agucares redutores por DNS

Os acucares redutores foram quantificados pelo método espectofotométrico do 3,5
dinitrossalicilico (DNS), sendo feito uma curva padrdo de glicose em diferentes
concentragdes (y= 0,387x + 0,0091; R2= 0,993). As amostras foram previamente
preparadas e lidas no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm, seguindo a

metodologia de Maldonade et al. (2008).

2.8 Extracdo e identificacdo dos compostos volateis das sementes de cupuagu
fermentadas por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa

(CG/EM)

A composicdo quimica foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em sistema Shimadzu QP 2010 ultra com a inje¢éo
de 1 pL de solugdo 3:500 de 6leo em hexano (Auto injetor AOC-20i), foi usado uma
coluna capilar de silica Rtx-5MS (Restek, EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de
didmetro interno revestido com 5%-difenil/95%-dimetil-polisiloxano (0,25 pm de

espessura do filme).

A temperatura do forno do CG foi programa de 60°C a 240°C (10 min) a 3°C/min,
as temperaturas do injetor (split 1:20), linha de transferéncia e camara de ionizagdo foram
de 250, 250 e 200°C, respectivamente. Helio foi usado como géas de arraste a com fluxo

de ImL/min.

Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletrénico a 70 eV com scans

automaticos (varredura) na faixa de 35 a 400 daltons a 0,30 scans/s. A identificacdo dos
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componentes foi baseada no tempo e indice de retencéo linear (serie de n-alcanos C8-
C40), na interpretacdo e comparacao dos espectros de massas obtidos com as bibliotecas

Adams 2006, Nist 2011 e FFNSC 2.

As améndoas de cupuagu dos tempos 0, 96, 168 (controle e indculo) foram moidas
em moinho (Ika® modelo A11B) e submetidas a destilagdo/extracdo simultanea por duas
horas utilizando 4 mL de pentano como solvente, no Laboratério de Quimica, na
Universidade Estadual do Para (UEPA — CCSE). O concentrado volatil (CV) foi

armazenado a uma temperatura de 5 °C.

2.9 Andlise Estatistica

As analises foram realizadas em triplicata (média + desvio padrdo). Para obtencao
das médias e desvio-padrdo dos resultados das temperaturas e das analises fisico-
quimicas, serd utilizado o software Microsoft Office Excel 2013. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise estatistica, com o auxilio do software programa Statistica
versdo 7.0 (STATSOFT INC., 2004) empregando as seguintes metodologias estatisticas:
Anélise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia e Teste de Tukey (p < 0,05). A

analise multivariada foi usada para analisar os dados posteriormente.

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para agrupar 0s
compostos volateis identificados e quantificados nas amostras de cupuacu em todas as
fermentacdes (controle e com o indculo fangico). A soma dos compostos de cada classe
quimica foi considerada como as variaveis ativas. Para a Analise de Agrupamento
Hierarquico (HCA), a arvore hierarquica foi obtida levando em consideragdo os mesmos
grupos de variaveis ativas da PCA, com base nas distancias euclidianas (método de Ward)

para 0 agrupamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises fisicas e quimicas
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Os resultados das andlises fisico-quimicas sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Durante a fermentacdo houve uma evolucdo da temperatura tipica do processo

fermentativo, alcancando valor méximo no tempo 48 h (41°C) de fermentacéo espontanea

(controle), seguido de um decréscimo continuo ap6s o tempo de 72 horas. Para a
temperatura, foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre a fermentagao
realizada com o in6culo fungico e a fermentacdo controle apenas no tempo 48 horas e no

final do processo (Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros fisico quimicos, compostos fendlicos e contagem de leveduras e bactérias acéticas durante a fermentagéo controle e com indculo.

Parametros Tempo de fermentacéao (h)

Temperatura 0 24 48 72 96 120 144 168

(°C)

Controle 25,33+1,20° | 35,67+0,88° | 41,000,33% | 36,44+1,92"° | 34,11+1,07°° | 34,11+0,38> | 33,22+1,01°* | 33,00+0,58°"
A A A

Inoculado | 25,22+0,38" | 33,44+1,07"* | 38,33+0,58%° | 34,78+1,71° | 33,33+0,33* | 33,67+0,58™ | 32,56+0,38™ | 31,78+0,19"
A A A A A B

pH

Controle 4,91+0,13%A | 4,81+0,14°A | 4,78+0,13%" | 4,89+0,06°~ | 4,94+0,13°%A | 512+0,15"" | 532+0,10®A | 550+0,01%"

Inoculado | 4,92+0,07°A | 4,82+0,16°A | 4,75+0,17% | 4,80+0,14°* | 4,96+0,06%°* | 5,10+0,28%°A | 5,20+0,16®” | 5,50+0,02°"

Acidez Total

Titulavel

(mEq

NaOH/100g)

Controle 9,1940,08°A | 12,96+0,89°¢ | 17,36+0,46*" | 14,73+0,49°" | 14,67+0,94°A | 13,20£0,19°B | 11,53+0,50°" | 11,25+1,00%

A

Inoculado 9,2240,01°A | 13,75+0,35®” | 14,48+1,13%™B | 15,36+0,19*" | 14,49+0,78™* | 14,36+0,26®" | 12,66+0,55"* | 13,29+1,09"A

Compostos

Fendlicos

Totais (mg

CATI/g)

Controle 0,50+0,00** | 0,27+0,03* |0,27+0,01°® | 0,21+0,01°® | 0,21+0,01°® | 0,16+0,01°® | 0,15+0,01°® | 0,15+0,02°8

Inoculado | 0,50+0,00% | 0,40+0,03* | 0,38+0,01°~ | 0,36+0,01°°A | 0,34+0,05"* | 0,33+0,01°* | 0,33+0,00°* | 0,30+0,03°A
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Leveduras
(log/g)

Controle

5,26+0,044

5,90+0,544

6,40+0,06%"

6,32+0,02°4

5,21+0,01°B

4,40+0,15%A

4,24+0 5494

3,04+0,37°4

Inoculado

5,27+0,11PA

6,20+0,12%"

6,57+0,31%"

6,30+0,10%"

5,45+0,12°A

4,57+0,0200A

4,32+0,05%

3,18+0,42°4

Bactérias
Acéticas

(log/g)

Controle

4,16+0,050A

4,14+0,190A

4,76+0,38%¢
A

5,24+0,033A

5,97+0,36%

4,46+0,0720¢A

4,24+0,87°A

3,340,094

Inoculado

4,19+0,04%A

4,360,10%4

5,08+0,04%"

5,22+0,03%"

5,310,014

4,40+0,2320A

4,41+0,11%°4

3,18+0,34"4

*Médiastdesvio-padrdo com letras maiusculas diferentes (tratamentos) e com letras minudsculas diferentes (tempos de fermentacdo) se diferenciam
estatisticamente entre si (Teste de Tukey, p <0,05)
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Interessante pontuar que apenas no tempo 48 horas houve diferenca significativa
(p<0,05) entre a fermentagdo controle e a fermentacdo com o ind6culo para a temperatura
(controle — 41° C, inoculado — 38,3 °C) e em 72 h para a acidez total (controle - 17,36

mEq NaOH/100g, inoculado — 14,48 mEq NaOH/100g).

Foi observado que as temperaturas de fermentadas atingidas no inoculado foram
menores que as temperaturas obtidas na fermentacdo controle. Algumas hip6teses podem
ser levantadas para explicar o ocorrido, e uma delas pode ser uma possivel competicéo
do fungo filamentoso com as leveduras iniciais, especialmente a Saccharomyces

cerevisiae.

As leveduras sdo iniciadores do processo fermentativo, tolerantes a grande
quantidade de etanol e geradoras de energia (Do Carmo Brito et al., 2017), na presenca
do fungo filamentoso as temperaturas de fermentacdo foram menores e embora as
leveduras, em especial a S. cerevisiae, sejam tolerantes ao etanol, esse composto
acumulado na célula durante a fermentacéo apresenta efeitos nocivos para a levedura uma
vez que alteram o transporte de glicose feito por essas enzimas. O etanol prejudica o fluxo
de prétons e faz com que decresca as concentracdes de nutrientes no interior da célula

(Udomsaksakul et al. 2018).

Trabalhos recentes indicam que fermentagdo de sementes de cacau utilizando
culturas iniciadoras de Saccharomyces atingiram temperaturas mais altas do que as
fermentagbes controle (Chagas Janior et al.,, 2021). Além do mais, tendéncias
semelhantes foram observadas ao utilizar uma combinacéo de S. cerevisiae e Torulaspora

delbrueckii durante a fermentacdo de cacau (Visintin et al., 2017).

Ainda segundo Chagas Junior et al. (2021) a temperatura de fermentagdo
permaneceu elevada por mais tempo na presenca das culturas de leveduras, favorecendo
diversas rea¢Ges quimicas necessarias para a qualidade do cacau (Ho et al., 2014). Dessa
maneira, 0 metabolismo das leveduras pode ter sido alterado na presenca do indculo de

Cladosporium cladosporioides.
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A temperatura atingida na fermentacdo € um fator que influi diretamente na
qualidade final das améndoas e diversas pesquisas consideram que temperaturas
inferiores a 45°C seriam prejudiciais para o desenvolvimento de rea¢des bioquimicas e,
consequentemente, a formacéao de precursores do aroma e sabor de analogo ao chocolate
(Schwan & Wheals, 2004). Em fermentacdo espontanea das sementes de cupuagu
despolpadas, Cohen & Jackix (2005), registraram temperaturas maximas entre 47°C e
49°C, utilizando 160 kg de sementes por cocho, no entanto Ramos et al. (2020) e Souza
et al. (2020) obtiveram temperaturas maximas de fermentacdo proximas a 43°C e
44,29°C, respectivamente, nas mesmas condi¢bes do trabalho anterior.No presente
trabalho foi utilizado 15kg de sementes por cocho, o que afetou diretamente a elevacao

de temperatura.

Muitas condicdes intrinsecas e extrinsecas sdo determinantes para a evolucdo da
temperatura e proliferagdo microbiana efetiva na fermentagdo, tais como localidade
geogréfica, variedade do fruto, quantidade da massa fermentativa, temperatura ambiente,
presenca da polpa mucilaginosa, formas de revolvimento (Cohen & Jackix, 2005; Ramos
et al., 2020). Esta afirmacdo indica que o processo fermentativo precisa ser
acompanhando pelo produtor e as condi¢Oes ideais desta etapa e das etapas posteriores de

beneficiamento devem ser dominadas a fim de controlar as variaveis (Souza et al., 2020).

Além disso, é importante avaliar uma combinacdo de parametros quimicos, como
teor de lipidios, acidez, pH, compostos fendlicos, para concluir a eficiéncia do processo
fermentativo (Aradjo et al., 2014). Dessa forma, este estudo considerou outros
componentes de qualidade para refletir de forma mais completa a realidade do processo
fermentativo.

Além do mais, 0 aumento da temperatura na fermentacdo de cacau é associado ao
metabolismo do etanol, um subproduto produzido pelas leveduras, por meio de reacoes
exotérmicas, segundo Do Carmo Brito et al. (2017). Isso ocorre devido & aeracdo

promovida pelo uso de sementes despolpadas, pelo revolvimento diario (feito a partir do
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segundo dia de fermentacéo) e pela liquefacdo dos residuos da polpa.

Embora o tempo de fermentacdo das sementes de cupuacu seja em torno de 6 a 7
dias, a temperatura maxima da massa fermentativa foi medida no dia 2, conforme outros
autores que mediram valores maximos entre 48 e 60 horas (Souza et al., 2020). Ramos
et al. (2016) concluiram que 60 horas parece ser o periodo ideal de fermentacdo, ao
utilizar cochos com 4kg de sementes.

Sabendo que as reacdes bioquimicas e estruturais aconteceram de maneira
concomitante com a elevacao da temperatura, também houve o incremento da atividade
de enzimas microbianas como as celulases, poligalacturonases, invertases,
polifenoloxidases, peroxidases e lipases, que normalmente expressam atividade 6tima até
72 horas de fermentacdo. A atividade enzimética é fundamental para o desenvolvimento
dos aromas e sabores tdo caracteristicos do chocolate (Souza et al., 2020), entdo acredita-
se que 0 mesmo ocorra com as améndoas de cupuacu fermentadas na presenca do fungo
filamentoso.

Por outro lado, com o decorrer dos dias de fermentacdo é observado a queda

progressiva dos valores de temperatura, estabilizando-se no dia 7 a 33°C (controle) e

31,78°C (com indculo), sinalizando o fim do processo. O motivo da queda deve-se ao
esgotamento de substratos para as atividades microbianas (metabolismo exotérmico)
(Souza et al., 2020).

No processo fermentativo ocorre uma migracdo dos acidos organicos resultantes
da atividade de bactérias laticas e acéticas, isso explica a diminuicdo dos valores de pH e
aumento da acidez observados nas primeiras 48 horas do processo (Tabela 1) (Afoakwa
et al., 2008). Acredita-se que as mudancas de pH que ocorrem durante a fermentacdo néo
interferem no crescimento de fungos, uma vez que, em geral, fungos filamentosos podem
tolerar os baixos valores de pH encontrados neste estudo, corroborando com a pesquisa

de Araujo et al. (2019).

O aumento do pH e a simutanea diminuicdo da acidez total no final da fermentacéo
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podem decorrer da evaporacao dos &cidos volateis, principalmente do acido acético, que
ocorre pela agitacdo da massa de cacau (Lima et al., 2011). O pH entre 5 a 5,5 encontra-
se na faixa de maior atividade enzimatica das proteases, enzimas essenciais para a
degradacdo das proteinas e formacdo de aminoacidos livres, fundamentais para a
composicao do sabor e aroma do produto final (Ho et al., 2014). Além disso, a referida
faixa de pH também ¢ ideal para a acdo das lacases, uma das enzimas excretadas pelo
fungo Cladosporium cladosporioides responsaveis, entre outras coisas, pela catalise da
oxidacdo de compostos fenolicos (Baldrian, 2006). Essa e outras enzimas possuem
estabilidade em uma extensa faixa de pH (3-7) e temperatura (30°C - 70°C) (Halaburgi et
al., 2011; Aradjo et al., 2019), possibilitando o uso do indculoem processos industriais.
Os elevados valores de acidez nas primeiras 48 h pode ser explicado pela presenca
de resquicios da polpa do cupuacu, rica em acidos organicos, como o &cido citrico
(Gondim et al.,, 2001). Por outro lado, a reducdo da acidez ao final do processo
fermentativo pode ser resultado da evaporacdo de acidos volateis, principalmente do
acido acético e latico quando a massa fermentativa sofre revolvimento (Efraim et al.,

2010; Lima et al., 2011).

A composicao centesimal das sementes in natura é apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo centesimal das sementes de cupuagu in natura em base Umida.

COMPOSTO COMPOSICAO CENTESIMAL
(%)
Umidadet 40,63+0,61
Cinzast 1,39+0,04
Proteinast 33,13+0,69
Lipideost 134,20+1,62

Médiatdesvio padréo
*base tmida

O teor de umidade da semente foi de 40,63%, valor este abaixo do encontrado por

Ramos et al. (2020) de 55,2%, esta diferenca pode ser explicada por fatores climaticos,
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técnicas de colheita e variedade do fruto.

O teor de proteinas totais encontrados neste trabalho (33,13%, b.u.) foi maior ao
encontrado por Carvalho et al. (2008) (26,17% b.s.) ap6s testarem a farinha,
0 concentrado proteico e o isolado proteico das sementes de cupuagu.

Além disso, as sementes de cupuacu apresentam uma quantidade superior de
proteinas quando comparadas com as sementes de cacau que, Bertazzo et al. (2011)
encontraram um valor medio de proteinas baseado nos cotilédones de sementes de cacau
de 10,4%, em base umida.

As sementes do cupuacgu sao ricas em lipideos, cerca de 60%, e possuem diversa
aplicabilidade na industria, caracterizando-se como uma alternativa a manteiga de cacau
no desenvolvimento de produtos analogos ao chocolate e cosméticos (Luccas, 2001;
Oliveira et al., 2004; Quast et al., 2007). Devido a semelhanca no ponto de fusdo da
manteiga de cacau (35,2%) e da manteiga de cupuacu (36,1%) (Ayres, 2019), é possivel
produzir chocolates com até 10% de manteiga de cupuacu sem alterar as cracteristicas
fisicas e sensoriais do produto (Cohen & Jackix, 2005).

A gordura presente nas sementes de cupuagu possuem uma textura mais macia
que o cacau, devido o perfil de acidos graxos insaturados monoinsaturados (38,15%) e
poliinsaturados (2,55%) , como o &cido linoleico, essencial para a sintese do &acido
araquidonico, precursor da biossintese de prostaglandinas (Lannes et al.,2003; Cohen &
Jackix, 2005). Além disso, enquanto as sementes de cacau possuem maiores quantidades
de acidos graxos saturados, as sementes de cupuagu apresentam um perfil
majoritariamente insaturado (Pugliese, 2013).

Fato interessante do ponto de vista comercial para a industria de chocolate e
alimenticia, além da possibilidade de desenvolver produtos com a adi¢do parcial da

gordura do cupuagu.

3.2 Compostos fenolicos totais
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Na Figura 1 e na Tabela 1 sdo apresentados os teores médios de fendlicos totais nas

améndoas de cupuacu fermentadas sem o inoculo fangico e com a presenca do inoculo.

0,6

] Compostos Fendlicos Totais Sem In6culo

0.5 _ Compostos Fenolicos Totais com In6culo
0,4 1
o ]
|_ -
< 0,3 ]
© ]
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Figura 1: Teores médios de fendlicos (mg CAT/g) totais em todos os tempos de fermentagéo
espontanea e com a presenca do inoculo fangico.

Observa-se que o teor fendlico na fermentagdo controle e na fermentacdo com
indculo decaiu significativamente em 70% e 40%, respectivamente. Esses resultados

foram préximos aos encontrados por Efraim et al. (2010) que, ao fermentar cacau na

Bahia, verificaram reducdo de 60% de fendlicos totais, expressos em acido tanico. Houve
diferenga significativa entre as améndoas fermentadas de forma espontanea e as

améndoas fermentadas com o in6culo fangico (p<0,05).

Pugliese (2010) também documentou a reducdo de compostos fendlicos em
sementes de cupuacu fermentadas em relagdo as sementes in natura, corroborando que,
mesmo as etapas pos-colheita sendo necessarias para o desenvolvimento de

caracteristicas sensoriais, também comprometem o contetdo fendlico.

Naturalmente, os teores de compostos fendlicos totais encontrados nas sementes
de cupuacu séo inferiores quando comparados com polpas de frutas nativas da regiao,
como 0 camu-camu, araca-boi e cacau (Genovese et al., 2008) Ainda, os valores fendlicos

dos frutos séo mais expressivos nas sementes e cascas, Uma vez que estes Compostos se



18

acumulam nos tecidos dérmicos da planta atuando contra as radia¢fes ultravioletas e

possiveis patdgenos (Contreras-Calderon et al., 2011).

Dessa forma, a reducdo fenolica deve-se ao fato das complexas reacdes
enzimaticas de oxidacdo, catalisadas por diversas enzimas, em especial a
polifenoloxidase, que sdo iniciadas a partir da quebra das membranas celulares das
sementes, ocasionado também a morte do embri&o, assim como acontece com as sementes

de cacau (Do Carmo Brito et al., 2017).

Foi observado que a perda do teor de fendlicos totais na fermentacédo realizada
com o in6culo foi menor (40%) em comparacgdo com a perda elevada no grupo fermentado
de forma espontanea (70%). Do ponto de vista nutricional, a menor reducdo dos
compostos fendlicos provavelmente ocasionado pela presenca do fungo filamentoso é

bastante interessante, uma vez que esses compostos sdo conhecidos pelas suas intensas

caracteristicas antioxidantes com alegacdo de saude (Gallo et al., 2004; Al Mattar &

Makky, 2016).
3.3 Acgucares redutores

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos das concentracdes de agUcares redutores e é
possivel observar uma diminuicdo significativa da concentragdo nos trés tempos

analisados em ambas as fermentacdes.

Tabela 3. Valores médios dos agucares redutores expressos em g/100g

Tempo (h) ARg/100g
SEM INOCULO COM INOCULO
0 1,44+0,00% 1,45+0,0234
96 0,79+0,07°A 0,87+0,04°A
168 0,39+0,038 0,55+0,03%A

*Médiastdesvio-padrdo com diferentes letras em uma mesma linha (maiusculas) ou em uma
mesma coluna (minuscula) diferem estatisticamente entre si (p<0,05, Teste de Tukey), base
Umida.

Houve diferenca significativa ao final do processo entre a fermentacdo

esponténea (039 g/100g) e a fermentagdo com o induclo (0,55 g/100g). Segundo Robayo,
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(2010), esta diminuicdo é caracteristica do processo fermentativo, uma vez que acontece
0 consumo dos acgucares fermenstesciveis pelos microrganismos e, naturalmente, essa

concentracdo inicial tende a reducgdes significativas.

Os fungos filamentosos possuem intensa atividade enzimaticas e algumas enzimas
possuem relevancia tecnolégica, uma vez que sdo usadas para quebrar polissacarideos
complexos em moléculas de agUcares simples, como por exemplo a celulase e xilanase

(Aragjo et al., 2019).

Dessa forma, pode-se inferir que os fungos filamentosos, quando presentes nas
fermentagdes, podem auxiliar na quebra de moléculas de celulose presente na semente,
gerando como um dos produtos dessa metabolizacdo as moléculas de acgucares,
ocasionando as concentrages maiores de acUcares no final do processo quando
comparados a fermentacdo espontanea. Esses aglcares tornam-se substrato para demais
reagBes microbianas necessarias no processo fermentativo ou, ainda, podem participar da

reacdo de Maillard (Araujo et al., 2019; V&zquez-Montoya et al., 2019).
3.4 Contagem de leveduras e bactérias acéticas

A evolucao das unidades formadoras de coldnias de leveduras e bactérias do acido
acetico estdo apresentadas na Tabela 1. O comportamento de leveduras neste trabalho
mostra o crescimento durante as primeiras 72 horas do processo e decréscimo até o final

da fermentacéo.

No tempo 48 horas foi observado o pico de leveduras tanto para a fermentacdo
controle (6,40 log/g) quanto paraa fermentagdo com o in6culo fungico (6,55 log/g). Houve
diferenca significativa na contagem de leveduras entre as fermentacdes apenas no tempo
96 h, registrando 5,21 log/g na fermentacdo controle e 5,45 log/g na fermentacdo com a

presenca do inoculo de Cladosporium cladosporioides.

Diversos autores (Ardhana & Fleet, 2003; Ramos et al., 2020, Chagas Junior et

al., 2020) relataram que o inicio do processo fermentativo &€ 0 ambiente propicio para a
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atividade destes microorganismos, uma vez que 0s agucares presentes nos resquicios da
polpa séo substrato para a producéo de etanol. Além disso, a manutencdo da atividade de
leveduras ainda nas 72 horas do processo, mesmo apds o primeiro revolvimento, pode ser
explicada pela atividade enzimatica das invertases, comumente encontradas nas

leveduras, que irdo converter a sacarose em glicose e frutose (Vuyst & Weckx, 2016).

A acdo das pectinases sintetizadas pelo fungo pode explicar o prosseguimento da
atividade das leveduras, uma vez que essas enzimas sao responsaveis pela hidrolise de
polissacarideos presentes na parede celular de células vegetais, proporcionam maior
biodisponibilidade de acUcares redutores e aprimoram a aeracao da massa ao degradar a
pectina (Araujo et al., 2019). O processo de entrada de ar eficaz na massa fermentativa

possibilita a continuagéo do processo e desenvolvimento dos microorganismos aerébicos.

Ho, Zhao & Fleet (2004), indicaram que mesmo apos as 48 horas de fermentagéo
do cacau, a espécie Hanseniaspora quilliermondii ainda esta presente em quantidades
consideraveis no ambiente fermentativo e as espécies Pichia kudriavzevii e Isaatchenkia
orientalis atingiram taxas maximas (10° — 10" UFC/g) nas 72 horas e 96 horas de
fermentacao, respectivamente. Corroborando, Chagas Janior et al. (2020) comprovou que
espécies de Saccharomyces cerevisiae foram encontradas também nas 96 horas do
processo, sendo a que mais prevalece e colabora com o aprimoramento das caracteristicas
sensoriais de produtos a base de cacau (Arana-Sanchez et al., 2015; Magalhaes et al.,

2010) e, possivelmente, de produtos obtidos a partir das sementes do cupuagu.

Comparativamente, durante a fermentacdo de cacau na Bahia e na Republica
Dominicana, Papalexandratou et al. (2011) e Lagunes Galvez et al. (2007) também
reportaram intenso crescimento de leveduras nas primeiras 24h (3,2.10° UFC/g e 1,5.10°

UFC/g, respectivamente ), reduzindo até o ultimo dia de fermentacéo.

A entrada de ar na massa fermentativa apos as 48 horas é importante para
homogeneizacdo da temperatura e criacdo de condicOes favoraveis para essa classe de

microorganismos, que sao imprescindiveis para a formacao de compostos de sabor, como
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0 &cido acético a partir do etanol anteriormente sintetizado (Fowler, 2009; Hamdouche et

al., 2019).

Dessa forma, foi possivel observar que houve um aumento de coldnias de
bactérias acéticas a partir das 48 horas, atingindo valores maximos de 5,97 log/g e 5,31
log/g para a fermentacdo controle e com inoculo, respectivamente, em 96 horas do
processo. E importante salientar que esta classe de microorganismos pode sobreviver e,
possivelmente, crescer em condi¢fes anaerdbicas, uma vez que foi observado uma

guantidade significativa delas desde o inicio do processo.

As bactérias do acido acético sao capazes de converter alcoois em outros tipos de
acidos, além do acido acético, como o acido 2-metilbutandico e o 2-metilpropandico e,
também, aldeidos e cetonas, potentes compostos aromaticos no chocolate (Schrader,
2007). Para o cupuacu esta informacdo também ¢é valida, pois Ramos et (2016)
documentaram que de acordo com a populacéo de bactérias acéticas, importantes alcoois

e acidos também aumentavam, principalmente do meio para o final da fermentacéo.

Neste trabalho, ndo houve diferencas significativas nas colénias de bactérias
acéticas na fermentacdo controle e com o indculo de C. cladosporioides, porém novas
quantidades de indculo e formas de aplicacdo poderdo ser testadas em trabalhos futuros.
Esta espécie fungica também conhecida por ser um agente de biocontrole, deve estar em

contato com o material vegetal em quantidades e tempo que permitam sua acdo completa.

Assim como acontece com o café e o cacau, as sementes de cupuagu também
passam por processos para reduzir umidade e substancias indesejaveis, entdo a associac¢ao
deste fungo em demais etapas de processamento também podem contribuir positivamente
e a presenga do fungo também dificultaria de outras comunidades de micrébios e

patdgenos (Chalfoun et al., 2009).

A inoculacdo de Cladosporium cladosporioides no ambiente fermentativa de
sementes de cupuagu, caracteriza-se como um recurso genético para aplicagdo na

biotecnologia, pois além de funcionar como uma nova fonte de enzimas extracelulares,
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ainda apresenta caracteristicas altamente desejaveis, como estabilidade em diversos
ambientes, temperaturas e faixas de pH (Damaso et al., 2012; Chalfoun, 2010), no entanto
ha de se aprofundar em novos estudos para este fungo como indculo para a fermentagéo

de sementes de cupuacu.
3.5 Perfil aromatico

A Tabela 4 mostra os 36 compostos volateis detectados e suas respectivas
concentracdes em porcentagem identificadas nas fragcdes volateis no inicio, meio e fim da

fermentacao das sementes de cupuagu com e sem indculo fungico.

O cupuacu € um fruto conhecido pela sua polpa acida, de sabor e aroma intenso e
exotico e alguns compostos ja identificados na polpa do fruto tem participacdo importante
na formacéo de sabor do produto final ap6s o processo de beneficiamento das améndoas,
uma vez que, assim como acontece com o cacau, diversos compostos migram para a

améndoa durante a fermentacdo (Kadow et al., 2013).

Korpi et al. (2009) e Ortiz-Castro et al. (2009) relataram que os fungos sao capazes
de produzir varios compostos organicos volateis, como os encontrados nesse trabalho:
hidrocarbonetos simples, aldeidos, cetonas, ésteres e derivados de benzeno e o fungo
Cladosporium cladosporioides, ao ser inoculado como agente promotor de crescimento

em plantas, induz a formacao de compostos volateis (Paul & Park, 2013).

Paul & Park relataram a formagao de a-pinene e trans-cariofileno, compostos da
classe dos terpenos que funcionam como componentes de muitos 6éleos essenciais e
temperos. De maneira semelhante, no presente trabalho houve a formacéo de linalol (3,7-
dimetil-1,6-octadien-3-o0l) em quantidades maiores na fermentagdo com o indculo nos
tempos 96 h e 168 h, atingindo um valor maximo de 2,80% no fim da fermentacdo com
o in6culo. O linalol é um terpeno, com importante papel na inibi¢cdo microbiana, bastante
relatado na polpa do cupuacu e também em cacau fino, contribuindo com um aroma verde

e floral (Oliveira et al., 2004; Lima et al., 2012; Padalia et al., 2017).
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O citronelal (3,7-dimetiloct-6-en-1-al), terpeno ainda nao identificado em
améndoas de cupuacu fermentadas, foi detectado em todos os tempos analisados, com
excesso do ultimo dia de fermentacdo controle e apresentou uma concentracéo de 0,18%
na fermentacdo com o inoculo. Esse composto de aroma rosaceo, participa da sintese de
importantes composto quimicos precursores e sintéticos para a obtencdo da vitamina A,
além disso pode apresentar efeitos anti-inflamatdrios (Trongtokit et al., 2005; Wong et al,

2005).

Estes compostos organicos volateis provenientes do metabolismo fngico também
possuem a capacidade protetora contra herbivoros e patégenos microbianos (Ryu et al.,
2003), funcdo interessante para a incorporacdo de inoculos fangicos em processos

fermentativos de sementes com potencial aplicacao na indudstria alimenticia.

Com relacdo aos ésteres, em diversos trabalhos com o cupuacu ja foram relatados
compostos desta classe, como o pentanoato de etila e acetato de etila (Quijano & Pino,
2007; Ramos et al., 2016), e sdo compostos interessantes formados a partir da
condensacao de cidos carboxilicos e alcool. Neste trabalho foi documentado a presenca
de pentanoato de etila na concentracdo de 45,08% nas sementes fermentadas sem o

indculo e 47,22% nas sementes com o indculo de Cladosporium cladosporioides.

Até o presente momento este composto ainda ndo tinha sido detectado na
fermentacdo de sementes de cupuacgu, e apresenta notas de frutas, especialmente de magcé,

amanteigado, caramelo e baunilha (Pugliese, 2010).



Tabela 4: Compostos volateis (CG-SM) em améndoas de cupuagu fermentadas sem o indculo fangico e com o in6culo fangico

24

IR c ¢ Controle Inoculado Atributo
omposto oh 96h 168h oh 96h 168h Aromatico**
Acidos
850 Acido propanoico - 0,890,012 | 0,99+0,072 - 0,7420,33% | 1,03+0,13* P\‘j{‘ﬂ%%’:tee’
983 Acido hexandico 0,15+0,004 - 0,91+0,112 | 1,10+0,01°8 - Off-flavor
1021 2-Acido oxopentanoico - - - - 0,08+0,02 - Gordura
1040 Acido 2-metil-2-butendico - - - - 0,08+0,01 - Herbéaceo
1095 Acido benzoico - 0,08+0,002 - - 0,11+0,002 - Doce
Total Acidos (%0) 0 1,12 0,99 0,91 2,11 1,03
Alcoois
903 4,5-dimetil-2-hepten-3-ol - - 0,13+0,034 - - 0,34+0,048 -
1027 5-Norbonene-2-metanol - - - - 0,25+0,04% | 0,370,032 -
1113 Benzenoetanol - - 0,09+0,002 - - 0,13+0,012 Doce
. Floral, verde,
1191 Terpineol - - - - - 0,07+0,04 herbaceo
Total Alcoois (%) 0 0 0,22 0 0,25 0,91
Aldeidos
1042 Fenilacetaldeido 0,31+0,00** | 0,37+0,022* | 0,52+0,00** | 0,24+0,04"8 | 0,47+0,042* | 1,33+0,04B> | Floral, chocolate
Total Aldeidos (%) 0,31 0,37 0,52 0,24 0,47 1,33
Cetonas
859 2- Heptanona 6,360,214 - - 5,66:0,33 ; ; Frutado,
adstringente
915 4 - metil — 5,6-heptanona - - - - - 0,66+0,00 Fru_tado,
adstringente
1065 Acetofenona - - - - - 0,11+0,01 Frutaqo, doce,
améndoa
Total Cetonas (%0) 6,36 0 0 5,66 0 0,77
Esteres
889 4-sec-butil-2,3-dihidrofurano - 1,56+0,01°A | 1,83+0,08*A - 1,35+0,64%" | 2,150,413 Off-flavor
. Frutado, doce
- - A _ _ A 1 1]
2370 Pentanoato de Etila 45,08+0,94 47,22+1,06 baunilha
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Total Esteres (%) 0 1,56 46,91 0 1,35 49,37
Hidrocarbonetos
795 1,1,3-trimetilciclopentano - 2,030,012 | 2,15+0,35% - 1,74+0,82°%4 | 2,87+0,34% -
808 3,4,4-trimetil-2-hexeno - 1,61+0,03 | 1,96+0,0%A - 1,96+0,34%A | 2,40+0,81%4 -
815 2,3,6-trimetil-heptano - 0,55+0,00% | 0,68+0,08%A - 0,45+0,21% | 0,63+0,03%4 -
819 1-etil-1-metil ciclopentano - - 7,23+1,87%4 - 6,41+0,03~ | 8,800,112 -
824 2,2-dimetil-3-hepteno trans - 4,82+0,01** | 3,76+0,12°A - 3,35+0,00% | 3,40+0,39% -
835 ciclopentano,1,1,3,4-tetrametil trans - 2,27+0,02°8 | 2,65+0,01% - 2,57+0,02% | 2,500,074 -
839 4-etil-heptano - 0,81+0,01°A | 0,92+0,042 - 0,88+0,044 - -
846 Isononano - - 7,63+0,164 - 7,22+0,35% | 7,57+0,122 Off-flavor
885 Isobutilciclopentano - 0,76+0,01® | 0,96+0,01%A - 0,74+0,04** | 0,84+0,35"* -
890 3-etil-3-heptano - - - - 0,56+0,04% | 0,67+0,082 -
896 Etilbenzeno - - - - - 2,20+0,06 Off-flavor
897 1,4-dimetil benzeno - - 2,34+0,36% - 1,27+0,2P8 | 2,260,262 Floral, doce
907 Ciclohexano, 1,2,3-trimetil - - - - - 0,43+0,02 -
909 1-isopropril-2,3-dimetilciclopentano - 0,75+0,01%8 | 0,78+0,023A - 0,66+0,28%" | 0,87+0,032A -
921 Cumeno - 1,53+0,00%4 - - 1,02+0,47%A | 1,53+0,03%A Doce
929 2,2-dimetil-3-octano - 1,88+0,03% - - 1,57+0,64%" | 2,01+0,312 Off-flavor
956 5-metilnonano - - 0,31+0,01%4 - 0,22+0,08a | 0,40+0,14%A Off-flavor
965 2,3,6,7-tetrametil octano - 0,05+0,01° | 0,60+0,06% - - 0,050,034 Off-flavor
1000 Decano 0,90+0,00%E | 0,82+0,04°* | 0,94+0,00** | 0,50+0,28** | 1,02+0,01* | 0,86+0,30* Off-flavor
1024 Benzeno - 0,26+0,01 - - - - Doce
1178 Naftaleno 0,38+0,09% | 0,40+0,00** | 0,48+0,14%* | 0,67+0,45* | 0,52+0,05%" | 0,35+0,0924 Floral
Total Hidrocarbonetos (%0) 1,28 18,53 33,39 1,17 32,16 40,64
Terpenos
936 Citronelal 0,17+0,04%A 0,17+0,01%4 - 0,09+0,02** | 0,14+0,00%* | 0,18+0,044 Floral
1101 Linalol 0,49+0,08%A | 0,90+0,01°* | 1,06+0,06* | 0,51+0,56°* | 0,96+0,32"* | 2,80+0,45* Floral, lavanda
Total Terpenos (%) 0,66 1,07 1,06 0,60 1,1 2,98
Total (todas as classes) 8,31 22,65 83,09 13,98 37,44 97,03

*Indice de retencdo calculado a partir de uma série de n-alcanos (C8-C40) na coluna Rtx-5MS.
*Médiastdesvio-padrdo com letras maitsculas diferentes (tratamentos) e com letras minusculas diferentes (tempos de fermentacéo) se diferenciam
estatisticamente entre si (Teste de Tukey, p < 0,05). *** Atributos aromaticos retirados da literatura (Bastos et al., 2019; Rodriguez-Campos et al., 2011,

Moreira et al., 2015)
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O fungo C. cladosporioides possui uma alta capacidade de formar compostos
voléateis de acordo com diversas literaturas (Matysik et al., 2008; Matysik et al., 2009;
Sunesson et al., 1995), e, recentemente, Micheluz et al. (2016), investigaram esta
capacidade do C. cladosporioides em comparacdo com demais fungos, como o
Aspergillus penicillioides, Eurotium chevalieri, Penicillium brevicompactum, e
documentaram a formacdo de 2-pentanona, 3-octanona, 2-butanona e acetona pelo C.

cladosporioides tanto na fase de desenvolvimento quanto na fase vegetativo.

No presente estudo também foi observado a presenca de cetonas, a 2-heptanona
(6,36%) nas sementes in natura inoculadas com o indculo fangico, 4-metil-5,6-heptanona
(0,66%) e acetofenona (0,11%) nas sementes fermentadas com o in6culo, proporcionando
aromas florais e frutados, semelhantes a banana madura no material vegetal. Rodriguez-
Campos et al. (2012) também detectaram esses compostos ao fermentar e secar cacau no

México.

Conforme Matysik et al. (2008, 2009) e Micheluz et al. (2016) o fungo
Cladosporium cladosporioides produz compostos da classe dos alcoois que, quando

apresentam um anel aromatico na sua cadeia, podem apresentar aromas doces.

Entre os alcoois detectados neste trabalho, os resultados mostram que alguns
foram quantificados nas sementes fermentadas com o in6culo, corroborando com a
informacdo da potencialidade do fungo em produzir compostos organicos, sao eles: 4,5-
dimetil-2-hepten-3-ol (0,34%) no final da fermentacdo, 5-norbonene-2-metanol na
concentracdo de 0,37% e 0,25% nas sementes fermentada com o in6culo nos tempos 96

e 168 h, respectivamente.

O terpineol, alcool monoterpeno encontrado naturalmente em flores e ervas como

orégano, alecrim e casca de limédo, além de ser objeto de estudo por apresentar potencial
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antioxidante, anticAncer e anti-hipertensivo (Khaleel et al., 2018), também foi

identificado apenas nas sementes fermentadas com o indculo fungico (0,07%).

Aldeidos também sdo uma classe de compostos comumente encontrados em
fermentacgdo de espécies do Género Theobroma. Chagas Junior et al. (2021) ao fermentar
cacau amazonico encontraram 36,50% de fenilacetaldeido, da mesma forma que Gaspar
et al. (2021) encontraram um valor de 25,45% deste composto ao fermentar e secar cacau
no verdo amazonico. Neste trabalho, observou-se que houve um ligeiro aumento deste
composto ao longo da fermentacéo, apresentando valores finais de 0,52% na fermentacéo

controle e uma concentragdo maior para a fermentacdo com indéculo de 1,33% (p>0,05).

Este composto ainda ndo tinha sido relatado nas améndoas de cupuacgu, é
originado a partir do catabolismo de aminoacidos (Afoakwa et al., 2008) e apresenta
aromas de mel, frutas e chocolate (Bastos et al., 2018), sendo bastante interesse para o

perfil sensorial dos produtos obtidos a partir das améndoas beneficiadas de cupuacu.

A presenca deste composto nas améndoas fermentadas com o in6culo, mesmo em
pequenas quantidades, demonstra a necessidade da continuacdo de pesquisas utilizando
indculos fangicos para esclarecer e definir protocolos e resultados satisfatérios, uma vez
que a capacidade de sintetizar compostos organicos aromaticos ja é bem esclarecida para

essa espécie de fungo filamentoso.

Na classe dos hidrocarbonetos aromaticos, 0 cumeno, nome comum do composto
isopropilbenzeno, foi detectado neste trabalho na concentragéo de 1,53% no tempo 168
horas da fermentacéo realizada na presenca do indculo e ndo foi detectada nas améndoas
fermentadas sem o indculo, o que pode indicar que o fungo Cladosporium
cladosporioides foi capaz de expressar atividade secretora de compostos organicos

volateis no sistema de fermentacéo estudado.
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O etil benzeno, outro hidrocarboneto aromatico, foi quantificado nas sementes
fermentadas na presenca do inoculo (2,20% - 110mg/g), porém a presenca deste composto
é indesejavel para as améndoas fermentadas, uma vez que é um composto lipossollvel e
toxico mesmo abaixo das concentracBes estabelecidas pela legislagdo (340mg.m=)
(Costa-Amaral et al., 2017). Este composto é formado a partir do mecanismo de
alquilacdo do benzeno, ou seja, a substituicdo de um dos d&tomos de hidrogénio ligados ao
anel benzénico por um grupo alquila (-R) catalisada pela presenca de &cidos no meio

(Perego e Ingalina, 2002).

Os éacidos carboxilicos sdo frequentemente encontrados em sementes de cacau
fermentadas (Rodriguez-Campos et al., 2012; Chagas Junior et al., 2021). Neste trabalho
foi detectado a presenca do acido propanoico em ambas as fermentacdes no tempo 96 e
168 h, apresentando um valor méximo de 1,03% no fim da fermentacdo com o indculo,
Rodriguez-Campos et al. (2012) e Aculey et al. (2010) também detectaram a presenca
destes composto em cacau fermentado e seco. Este composto que apresenta odor pungente

semelhante ao vinagre e também é responsével pelo aroma caracteristico do queijo suico.

Ao fermentar sementes de cupuacu, Ramos et al. (2016) detectaram esses
compostos em pequenas quantidades (0,01% — 0,04%) no nibs triturado e no cupulate. No
entanto, esse achado pode representar um diferencial quanto a qualidade aromética das
améndoas, uma vez que o cupuacgu, mesmo fazendo parte da familia Theobroma, possui
caracteristicas sensoriais unicas que irdo refletir no cupulate e demais produtos obtidos a

partir das améndoas beneficiadas.
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Por ser um processo espontaneo, diversos fatores influenciam na formacéo dos
compostos aromaticos, seja pela reacdo de Maillard, seja pelo metabolismo microbiano,
além de fatores referentes a variabilidade genética do fruto, presenca da polpa
mucilaginosa, terroir e ambiente fermentativo (Camu et al., 2008; Ho et al., 2014; Ramos
et al., 2016). O uso de in6culos fungicos no ambiente fermentativos de sementes com
potencial alimenticio é uma possibilidade interessante para otimizar os resultados, uma
vez que os fungos filamentosos possuem expressiva aplicacao biotecnoldgica e vantagens

em relagdo aos demais microorganismos.

Da mesma forma que alguns compostos sdo formados ao longo do processo,
outros sdo degradados, volatilizados ou, ainda, colaboram com reagcfes quimicas
posteriores nas fases de secagem ou torracdo (Chagas Junior et al., 2021; De Vuyst &

Leroy, 2020).

3.6 Diferenciacéo de cupuacu fermentado com e sem o uso do inéculo flingico
por analise multivariada
As Figura 2 e 3 expressam a andlise dos Componentes Principais (A, C)
e dos Grupamentos Hierarquicos (B) na fermentacdo de sementes de cupuagu conduzidas
sema inoculacdo de C. cladosporioides e na presenca do indculo, respectivamente. O
objetivo da realizacdo das analises multivariadas de Componentes Principais (ACP) e dos
Grupamentos Hierarquicos (HCA) foi agrupar as andlises realizadas e verificar a

caracterizacdo das sementes de cupuacu fermentadas.
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Figura 2: Analise dos Componentes Principais (A, C) e dos Grupamentos Hierarquicos (B) na
fermentacéo de sementes de cupuacgu conduzidas sem a inoculacéo de C. Cladosporioides.

A somatéria dos componentes PC1 + PC2 na fermentacdo controle foi de 75,93%
(Figura 2%). J& a analise de HCA foi capaz de segregar os tempos de fermentacdo em grupos
de acordocom as variaveis ativas estabelecidas: Grupo 1 — Oh, caracterizado por menores
valores de temperatura e acidez, ou seja, o inicio do processo de fermentacdo, alem de
maiores taxas de compostos fendlicos totais que ainda ndo sofreram oxidagéo; Grupo 2 — 24,
48, 72 h, e Grupo 3 —96 h, tempos intermediarios da fermentacéo, caracterizado por maiores
temperaturas e acidez, menor pH e aumento na contagem de leveduras e bactérias aceticas;
Grupo 4 — 120 e 144 h, caracterizado por aumento do pH e, consequentemente, diminuicdo

nas taxas de acidez, além de diminuicéo nos valores de compostos fenolicos
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totais e por fim, o Grupo 5 — 168 h, caracterizado por concentragdo de compostos

organicos arométicos formados durante o processo fermentativo.

Na Figura 2A, foram observadas correlagdes positivas entre a temperatura e acidez
total titulavel (r=0,91). De fato, quanto maior a temperatura dos processos fermentativos
de cupuagu, maiores sdo as taxas microbianas, favorecendo a acidificagdo do meio em
razdo do metabolismos destes microorganismos, especialmente das bactérias atuantes
apos as primeiras 48 hrs de fermentacdo, assim como ocorre com as sementes de cacau

(Abdullahi et al., 2018; Figueroa-Hernandez et al., 2019).

Também foi observado uma relagdo positiva entre os ésteres e alcoois (r=0,99)
formados durante a fermentacdo. Ao longo da fermentacdo, reacbes de Maillard
acontecem e sdo responsaveis pela formacéo de diversos compostos interessantes para o
perfil de aroma e sabor das sementes, compostos estes presentes em grande maioria no

final da fermentacéo (Aprotosoaie et al., 2016; Ramos et al., 2016).
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Figura 3: Analise dos Componentes Principais (A, C) e dos Grupamentos Hierarquicos (B) na

fermentacdo de sementes de cupuacu conduzidas com a inoculagéo de C. cladosporioides.

Ja para a fermentacdo inoculada com o fungo C. cladosporioides, a somatdria de

PC1+PC2 foi de 82,03% (Figura 3A). A anélise de HCA foi capaz de segregar os tempos de

fermentacdo em 5 grupos com caracteristicas semelhantes a fermentacao controle de acordo

com as variaveis ativas estabelecidas.

Assim como aconteceu na fermentagdo controle, na figura 3A foi possivel

observar uma relacdo positiva entre a temperatura e acidez total titulavel (r=0,88),

corroborando a influéncia da temperatura no metabolismo das bactérias atuantes no

ambiente fermentativo, favorecendo a acidificacdo do meio (Abdullahi et al., 2018;

Figueroa-Hernandez et al., 2019).
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Com relagdo aos compostos arométicos formados, foi observado uma relagdo
fortemente positiva entre duas classes, alcoois e aldeidos (r=0,98). De fato, para a
fermentagdo na presenca do in6culo fungico, estes compostos apresentaram maiores
quantidades quando comparados a fermentagéo controle. Ambos séo fungdes organicas
oxigenadas que conferem aromas florais e doces, e podem ser originadas pelo
metabolismo de espécies microbianas ao longo da fermentacdo, pelo metabolismo da
semente apds a morte do embrido e pela reacdo de Maillard (Camu et al., 2008; Ho et al.,

2014).

4 CONCLUSAO

Pela primeira vez a influéncia da inoculacdo com fungo filamentoso na
fermentacao de sementes de cupuacu foi avaliado. As améndoas fermentadas na presenca
do indculo apresentaram a maior formacao de compostos aromaticos quando comparados
com as sementes controle, no entanto ainda apresentou concentragdes baixas para

compostos de interesse, com aldeidos, &lcoois e terpenos.

A anélise de PCA evidenciou a formacdo dos mesmos grupos para ambas as
fermentacdes e esses resultados mostram que nas condicfes estudadas o uso do indculo
de  Cladosporium cladosporioides reduziu a temperatura de fermentacdo, e
conseuquentemente produziu améndoas com maior acidez e fendlicos totais por sua agcdo
inbitéria ou competiva em relacdo as leveduras fermentativas, especialmente a

Saccharomyces cereviseae.
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