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RESUMO

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willdenow ex Sprengel) Schumann) se
encontra disseminado, em estado silvestre ou cultivado, por toda a regido Norte. O fruto
contém em média 32 sementes por fruto e estas correspondem de 20 a 30% do fruto, porém
sdo geralmente descartadas, apesar de poderem ser usadas na fabricacdo de um tipo de
chocolate, denominado “cupulate”, seguindo-se o0 mesmo processo do cacau (Theobroma
cacao L.), pois pertencem ao mesmo género, excetuando-se a etapa de despolpamento, até
obtencdo das sementes fermentadas e secas. A fermentacdo das sementes de cacau e cupuagu
envolve processos microbianos e acdo de enzimas que atuam nas reacdes fisico-quimicas e
bioquimicas responsaveis pelo desenvolvimento dos precursores do sabor e aroma do
chocolate. Dentre estas modificacGes pode-se ressaltar a hidrélise de proteinas formando
peptideos e aminoacidos e a hidrélise da sacarose em glicose e frutose. Os produtos destas
reacdes durante a torrefagdo, por meio da reacdo de Maillard, contribuem para a formagéo do
“flavor” do chocolate. Devido & auséncia de informacBes sobre a acdo de enzimas em
sementes de cupuagu fermentadas, este estudo teve como objetivo determinar as enzimas
presentes durante as diferentes fases de fermentagdo das sementes do cupuagu (Theobroma
grandiflorum (Willdenow ex Sprengel) Schumann) e, também, analisar as variacfes de
temperatura, pH e acidez durante o processo, estabelecendo uma relagdo com a produgéo
dessas enzimas durante a fermentacdo. A fermentacédo das sementes de cupuagu foi realizada
em caixas de madeira com capacidade de 25kg por um periodo de 7 dias, de acordo com as
recomendagdes propostas por Venturieri (1988). As sementes, a cada 24h, foram retiradas da
superficie, meio e fundo das caixas, para a determinacdo de pH e acidez e producdo do pd
cetdbnico que foi utilizado como fonte de enzimas, tendo sido detectadas a presenca de
amilases, celulases, invertases, pectinesterases, poligalacturonases, peroxidases,
polifenoloxidases, proteases e lipases. Durante a fermentacdo, a temperatura maxima foi
registrada nas 72 h de fermentagdo, os comportamentos do pH e da acidez foram
inversamente proporcionais, tendo o pH aumentado de 3,92 no tempo zero para 6,32 nas 168
h de processo fermentativo, e a acidez baixou de 17,29 para 4,89 meq de NaOH/100 g de
semente seca. A celulase e a poligalacturonase tiveram atividade maxima nas 48 h de
fermentacdo com aumento de 57 % e 13 % da atividade inicial. A pectinesterase ndo teve
variagoes significativas da atividade. A acdo da invertase variou conforme a temperatura,
apresentando meédia de maior atividade nas 72 h de processo fermentativo. Com relacéo as
amilases, obteve-se perfis diferentes, sendo que a a-amilase mostrou-se inativa a partir de 96
h de fermentagdo enquanto que a B-amilase foi ativa durante todo o processo. As proteases
revelaram dois picos de atividade, nas 24 e 120 h, podendo significar a presenca de dois tipos
de enzimas proteoliticas. As polifenoloxidases e as peroxidases tiveram maior atividade com
24 h de fermentacdo e apresentaram atividades médias inferiores as encontradas em
fermentacdes com sementes de cacau. A lipase apresentou maior média de atividade com 72 h
de fermentacéo.

Palavras-chave: fermentagdo semi-solida, biocatalizadores, “cupulate”, frutas da Amazonia.
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The cupuassu plant (Theobroma grandiflorum (Willdenow ex Sprengel) Schumann) is
widespread in the wild or cultivated form throughout the north of Brazil. The fruit contains an
average of 32 seeds per fruit, corresponding 20% to 30% of the fruit, but they are usually
discarded, although they can be used to produce a kind of chocolate called "cupulate”, using
the same process of cocoa (Theobroma cacao L.), except the step to remove the pulp until
obtain the fermented and dried seeds, because they belong to the same genus. Fermentation of
cocoa and cupuagu beans involves microbial processes and the action of enzymes that act on
the physical, chemical and biochemical reactions responsible for developing the precursors of
the flavor and taste of chocolate. Among these changes can be noted the hydrolysis of
proteins to form peptides and amino acids and the hydrolysis of sucrose on glucose and
fructose. The products of these reactions during roasting, by means of the Maillard reaction,
contribute to the formation of the flavor of chocolate. Due to lack of information about the
action of enzymes in fermented cupuassu seeds, the objective of this study was to determine
the enzymes present during the different stages of fermentation of cupusassu seeds
(Theobroma grandiflorum (Willdenow ex Sprengel) Schumann) and also analyze variations in
temperature, pH and acidity during the process and establish the relationship with the
production of these enzymes during fermentation. The fermentation of cupuassu beans was
carried in wooden boxes with a capacity of 25 kg for a period of 7 days, according to the
recommendations proposed by Venturieri (1988). The seeds, every 24 hours, were removed
from the surface, middle and bottom of the boxes for the determination of pH and acidity and
to make acetone powder which was used as a source of enzymes. It was detected the presence
of amylase, cellulase, invertase, pectinesterases, polygalacturonase, peroxidase, polyphenol
oxidases, proteases and lipases. The maximum temperature of cupuassu seeds was 46.7 ° C
after 72 h of fermentation. The mean pH and acidity were inversely proportional with the pH
ranged from 3.92, on zero time, to 6.32 after 168 h of fermentation and the average acidity
ranged from 17.29 to 4.89 meq NaOH / 100 g of dry seed. All the enzymes, except protease,
showed maximum enzyme activity in the first 72 hours of fermentation, coinciding with the
anaerobic phase of fermentation, where temperatures ranged from 35 to 47 °C and pH varied
from 4.2 to 4.6. There was a correlation between the enzymatic activity of alpha-amylase,
beta-amylase, peroxidase and polygalacturonase with the fermentation time and also with the
pH and acidity measured during the 7 days of fermentation cupuassu beans. The temperature
did not exert any influence on the activity of these enzymes. The Invertase and pectniesterase
were influenced only by the fermentation temperature. The other parameters had no effect on
enzyme activity of these enzymes. The incubation time, pH, temperature and acidity measured
during the 168 hours of cupuassu seeds fermentation had no significative influence on the
enzymatic activity of cellulase, lipase, protease and polyphenoloxidase.

Key words: solid-state fermentation, biocatalysts, "cupulate” Amazonian fruits.
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O cupuaguzeiro, uma planta tipica da Amazodnia se encontra disseminado por toda a
regido Norte (SEBRAE, 1998). O fruto pesa em média 1,5 kg, constitui-se de uma baga
elipsoide e em seu interior ha sementes dispostas em fileiras e envolvidas por abundante polpa
de coloragdo, branca, creme, ou amarela que é a principal fonte econémica (VENTURIERI,

ALVES, 1986; VENTURIERI, 1992; SEBRAE, 1998; SUFRAMA, 2004).

Embora grande parte da exploracdo seja semi-extrativista, estd ocorrendo um aumento

no numero de plantios de pequeno e médio porte. Hoje, o cupuagu estd sendo cultivado em
escala comercial para o consumo interno e exportacdo (VENTURIERI, 1993; REVISTA

AMAZON VIEW, 2005). O Estado do Pard € o maior produtor, seguido pelo Amazonas,
Rondbénia e Acre. As microrregides produtoras de maior importancia no Para sdo: Maraba,

Tomé-Agu, Castanhal, Cameta, Belém e Parauapebas (SEBRAE, 1998). No Amazonas, as
areas de maior concentracdo de producdo estdo localizadas nos municipios de Itacoatiara,
Manaus, Careiro, Presidente Figueiredo, Humaita e Manacapuru (SUFRAMA, 2004).

Segundo o Instituto de Desenvolvimento Agropecuario do Estado do Amazonas -
IDAM, no ano de 2004, o Estado do Amazonas produziu 17.061,50 frutos de cupuagu o que
rendeu a comercializagdo de 3.975,50 toneladas de polpa (n&o publicado).

As sementes da fruta do cupuaguzeiro correspondem de 20 a 30 % do fruto e sdo
geralmente descartadas, apesar de poderem ser usados na fabricacédo de um tipo de chocolate,
denominado “cupulate”, seguindo-se 0 mesmo processo do cacau (Theobroma cacao Linn),

pois pertencem ao mesmo género (NAZARE et al, 1990; COHEN; JACKIX, 2004).
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madeira, cestas, empilhamentos e bandejas (PINHO et al., 1992; LOPES et al., 2003;
COHEN; JACKIX, 2004).

O liquor do cupuagu, extraido das sementes fermentadas, secas e torradas, possui
aroma caracteristico e semelhante ao liquor do cacau, contendo 18 % a mais de gordura, 24 %
a menos de proteinas e 35% a menos de carboidratos (COHEN; JACKIX, 2004). Este liquor
tem a mesma aplicagdo tecnoldgica do liquor de cacau, sendo que das sementes de cupuagu ja
foram produzidos chocolates ao leite, branco e meio-amargo, tanto em barra como em pé
(CALZAVARA, 1970; NAZARE et al., 1990).

De acordo com Schwan (1996) o chocolate feito das sementes de cupuagu possui
sabor levemente diferente do cacau, enquanto que em estudo realizado por Cohen et al.
(2005), verificou que os produtos elaborados com liquor de cupuagu sd um pouco
adstringentes.

No processo de fermentacdo das sementes sdo parametros importantes, a temperatura
ambiente, pH e acidez da polpa e do cotilédone, tempo e temperatura do processo e
periodicidade do revolvimento da massa (SCHWAM, 1990).

Durante o processo fermentativo que se inicia na polpa que envolve as sementes, a
atividade dos microorganismos causa remocdo da mucilagem das sementes e reacOes
bioquimicas no interior do cotilédone acarretando o desenvolvimento dos precursores do
sabor do chocolate (COHEN; JACKIX, 2004).

A fermentacdo das sementes de cacau envolve processos microbianos e agdo de
enzimas promovendo o desenvolvimento do “flavor” (SCHWAN, 1996). Constatou-se que
importantes precursores do “flavor” sdo formados enzimaticamente e a atividade dessas

enzimas depende fortemente do pH, acidez, temperatura e tempo de incubagéo durante a
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MEYER, 1990; AMIN et al, 1998).

Ja foi descrito que durante a fermentagdo das sementes de cacau h acdo de enzimas
celuloliticas, pectinoliticas, amiloliticas, glicoliticas, proteoliticas e lipoliticas, sendo
originarias da propria sementes ou polpa do fruto como de microrganismos que surgem
durante a fermentacdo (HOLDEN, 1959, LOPEZ; BIEHL; PASSERN, 1982; BIEHL et al,
1985; BIEHL; MEYER, 1990; DIMICK, 1991; HANSEN et al., 1998; AMIN et al, 1998;
GUILLOTEAU et al., 2005).

Um estudo sobre proteases presentes em sementes de cupuagu ndo-fermentadas foi
desenvolvido por Reisorff (2004) tendo constatado a presenca de endoprotease aspartica e
carboxipeptidase.

Devido a auséncia de informacdes sobre a acdo de enzimas durante a fermentacdo de
sementes de cupuagu, prop0s-se determinar as enzimas presentes em améndoas de cupuagu

durante o processo fermentativo.
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2. OBJETIVOS

Determinar as enzimas presentes nas sementes de cupuacu (Theobroma grandiflorum

(Willdenow ex Sprengel) Schumann) durante as diferentes fases de fermentagéo.

2.2 Especificos:

2.2.1 Avaliar a atividade de celulase, pectinesterase, poligalacturonase, amilase, invertase,

proteases, peroxidase, polifenoloxidase e lipase presentes nas sementes durante o processo

fermentativo;

2.2.2 Verificar pH, acidez e temperatura nos diferentes estagios de fermentacéo;

2.2.3 Estabelecer a relagéo entre pH, acidez, temperatura, tempo de incubacdo e as enzimas

produzidas durante a fermentacao.
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3.1 Descrigao botanica e variedades do cupuagu

O cupuaguzeiro pertence a divisdo Anthopyta, subdivisdo Angiospermae, classe das
dicotileddneas, ordem Malvales, familia Sterculiaceae, género Theobroma e espécie
Theobroma grandiflorum (Willdenow ex Sprengel) Schumann (EMBRAPA, 1999).

O cupuaguzeiro encontra-se disseminado, em estado silvestre ou cultivado, por toda a
regido Norte (SEBRAE, 1998). Planta tipica da Amazbnia que em seu estado silvestre
ultrapassa 20 metros, porém quando cultivada racionalmente varia de 6 a 8 metros
(VENTURIERI et al., 1985; SEBRAE, 1998). E uma arvore de porte ereto com folhas que
possuem 25 a 35 com de largura, com apice abrupto-acuminado, nervuras laterais com 9 a 10
pares, com nervura central; e origina inflorescéncias axilares ou extra-axilares, de 1 a 5 flores
(VENTURIERI; ALVES, 1986).

Com relagdo ao fruto, o cupuagu, o maior entre os do género, possui baga elipsdide de
12 a 25 cm de comprimento e 10 a 12 cm de didmetro, pesando entre 0,5 a 4 kg, tendo em
média 1,5 kg (VENTURIERI; ALVES, 1986; SEBRAE, 1998). O fruto contém 20 a 50
sementes (média de 32 sementes) que possuem aproximadamente 2,5 cm de largura por 0,9
cm de espessura, distribuem-se no fruto superpostas em fileiras em torno do eixo central,
vulgarmente chamado de talo, e envolvidas pela abundante polpa (VENTURIERI, 1992). A
polpa é &cida de coloragdo branca, creme ou amarela de odor ativo e sabor agradavel

(SUFRAMA, 2004).
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A cultura do cupuaguzeiro ¢ de ciclo perene, sendo conhecidas plantas com mais de 80
anos ainda em produtividade. Em plantas jovens a produg&o inicia-se entre 2,5 a 3 anos apds o
plantio. A produgdo dos frutos por arvore é bastante variavel, havendo casos de mais de 40
frutos, porém a producdo média é de 12 frutos por planta (SEBRAE, 1998).

O cultivo deve ser feito em regides de clima Umido ou superimido com chuva anuais
superiores a 1800 mm, temperatura média anual superior a 22 °C. O cupuaguzeiro prefere
solos de terra firme, profundo com boa constituicdo fisica e capacidade de retencdo de agua
(CALZAVARA, 1987; SEBRAE, 1998). Embora produza bem em solos de varzea alta, desde
gue ndo sujeitas a cheias prolongadas (CALZAVARA, 1987).

O periodo de floragdo do cupuaguzeiro apresenta variagdo entre plantas, porém no
climax da floragdo, aproximadamente 74 % das plantas florescem simultaneamente. O
cupuacu esté pronto para a colheita 4 a 4,5 meses ap0s a floracdo e é caracterizado pelo aroma
agradavel e forte (SEBRAE, 1998). Os dados fenoldgicos tomados em Belém-PA e Manaus-
AM mostram que o periodo de floragdo coincide com o de menor precipitacdo, e o de
amadurecimento dos frutos, com o de maior pluviosidade (CALZAVARA et al., 1984).

Estimativas do Instituto de Desenvolvimento Agropecuério do Amazonas — IDAM -
apontam para 0 Amazonas, em 1998, uma area plantada de 9.240 ha, area colhida de 4.218 ha

com producdo de 6.060.000 frutos e de 1006 ton de polpa (SUFRAMA, 2004).
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O maior valor do cupuaguzeiro esta no fruto que possui endocarpo carnoso espesso
com sabor &cido agradavel cheiro intenso e caracteristico, que o torna apreciadissimo
(CALZAVARA et al., 1984).

A demanda do cupuagu € cada vez maior, em funcdo da sua rentabilidade como
cultura perene e pelo sabor agradavel da polpa do fruto. ProjecGes estatisticas indicam que a
aceitacdo do cupuacu e derivados atinge um indice médio de até 70 % da populacéo
(SEBRAE, 1998). Sendo um dos frutos mais populares da Amazonia, 0 cupuagu atinge
pregos excelentes, e sua polpa é o componente de uso mais importante (CLAY, 1999).

O preco médio da fruta é de R$ 0,68 e a polpa custa entre R$ 2,00 a R$ 3,50 por quilo.
J& o preco da semente é em média de R$ 1,00 por quilo (SINI, 2004). A SUFRAMA (2004)
estimou o preco médio da polpa de cupuagu no mercado local em R$ 2,68 por quilo, e no
mercado nacional, em R$ 3,50.

Além de ser consumido na forma de sucos, o cupuagu é também utilizado como
matéria-prima de inameros géneros alimenticios como sorvetes, picolé, doce em pasta,
recheio de balas e chocolates, tortas, licores, geléias, néctar, etc. (VENTURIERI, 1993,
CLAY, 1999).

O consumo da polpa significa a utilizagdo de 35 % da fruta, sendo 0s 65 % restantes
(45 % de casca e 20 % de sementes) residuos geralmente descartados (NAZARE et al., 1990).
A casca pode ser usada como rac¢do para gado e adubo, e as sementes podem ser usadas na
fabricagéo de chocolate, tendo sido produzidos cupulate ao leite, branco e meio-amargo, tanto
em barra como em pé (CALZAVARA, 1970; NAZARE et al., 1990; COHEN; JACKIX,

2004).
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cerca de 160 kg de cupulate em pé e 135 kg de manteiga de cupuacu; ou 348 kg de cupulate
meio amargo e 65 kg em pd; ou 389 kg de cupulate com leite e 90 kg em p6; ou 320 kg de
cupulate branco e 160 kg em pd. Num estudo realizado por Venturieri e Aguiar (1988)
obteve-se para cada quilo de améndoas de cupuagu 350 kg de chocolate bruto (chocolate

amargo) em bastao.

3.4 Caracteristicas fisico-quimicas das sementes e manteiga de cupuacu e cacau

As sementes ndo-fermentadas de cupuagu tém por composicdo, em base seca, 9,43 %
de proteinas, 64,85 % de lipideos, 3,28 % de fibras, 2,94 % de cinzas e 19,50 % de outros
compostos, como carboidratos, acidos e alcaloides. Apos fermentacdo os teores de proteinas,
lipideos e cinzas decrescem, 8,89 %, 53,60 % e 2,02 %, respectivamente (CARVALHO et al.,
2005).

Lopes et al. (2003) caracterizaram fisico-quimicamente as sementes de cacau e
cupuacu fermentadas e secas, encontrando para cupuagu, em média, 5,35 % de umidade,
63,13 % de lipideos, 9,80 % de proteinas, 3,31 % de fibras e 2,32 % de cinzas e para cacau
6,07 % de umidade, 53,59 % de lipidios, 11,49 % de proteinas, 4,77 % de fibras e 2,05 % de
cinzas.

As sementes de cupuagu fermentadas e tostadas apresentam as seguintes
caracteristicas: 2,43 % de umidade, 56,42 % de gordura, 4,22 % de fibra, 2,18 % de cinza,
10,56 % de proteina, 24, 19 % de carboidrato e 640,73 kcal de energia (ARAGAO, 1992).

Segundo Vasconcelos et al. (1975), as gorduras, das améndoas de cacau e cupuagu
diferem na composicao quantitativa da fracdo acida dela liberada, apresentando as de cupuagu

maior teor de &cidos esterérico, oléico, araquiddnico e linoléico e menor de acido palmitico.
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(43,9 %), e o esteérico (30,8 %). Essa composicdo difere das encontradas na manteiga de
cacau, que apresenta maiores teores de acido estearico (33,0 - 37,0 %) seguido pelo oléico
(31,0 - 35,0 %).

Berbert (1981), ao estudar manteiga de cacau e de cupuagu verificou que, no cupuagu
ha menor concentracdo de &cidos palmitico e esteérico e maior de acidos oléico, linoléico,
araquidico e linolénico. Cohen e Jakcix (2004) constataram que no liquor de cupuagu 0s
acidos graxos em maior concentracdo foram os &cidos estearico com 38,15 %, oléico com
37,83 %, e palmitico com 11,22 %, sendo estes 0s de maior concentra¢do. No cacau, 0 &cido
graxo palmitico foi o de maior teor com 38,32 %, seguido do estearico e oléico com 33,54 %
e 24,67 %, respectivamente.

Berbert (1981) observou que a manteiga de cupuagu possui ponto de fuséo em 32 °C e
teor de gordura de 60,5 %, enquanto que a manteiga de cacau comum possui 56,0 % de teor
de gordura, mas o mesmo ponto de fusdo. Segundo Silva (1988), a manteiga de cupuagu
apresentou ponto de fusdo menor que a de cacau, sendo a de cupuagu 29-30 °C e a de cacau
(34-36 °C).

A semente de cupuagu apresenta teor de gordura saturada de 57,78%, inferior a
encontrada na manteiga de cacau, 72,66 %, enquanto que as gorduras monoinsaturadas do
cupuacu estdo em maior quantidade, 38,15 % sendo 25,39 % na manteiga de cacau, e as
polinsaturadas representam para o cupuagu 2,63 % e para o cacau 1,94 % (COHEN; JACKIX,
2004).

Segundo Vasconcelos et al. (1975), as sementes de cupuacu apresentam 1,3,7,9-
tetrametildrico em substituicdo a cafeina, teobromina e teofilina do cacau. Vasconcelos (1999)
detectou a presenca de cafeina (28 mg/100 mL) e teobromina (120 mg/100 mL) em sementes

fermentadas de cupuagu, utilizando metodologia indicada para produtos do cacau, porém este
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ndo ser indicada para cupuagu ou que alguns grupos populacionais do cupuagu apresentam
esses compostos e outros ndo.

Reisdorff et al. (2004) separaram as proteinas presentes nas sementes de cacau e
cupuagu por eletroforese e constataram que tanto o cacau quanto 0 cupuagu apresentam
predominancia de polipeptideos na fracdo globulina e pelo menos uma albumina
predominante de mais ou menos 20 kDa, porém estas duas espécies diferem na quantidade de
globulina na faixa 47 kDa, sendo que o cupuagu apresenta uma leve banda enquanto que no
cacau esta é predominante. Polipeptideos 2 kDa correspondem a pequenas quantidades em
cacau, porém € constitui a maior parte da fracdo globulina no cupuacu. Apesar destas
diferencas, a quantidade de cadeias de globulinas leves, nas duas espécies, foram ao redor de

1509/Kg do total de proteinas nas sementes.

3.5 Beneficiamento das sementes de cupuacgu e cacau

O beneficiamento das sementes inclui desde a colheita do fruto até o armazenamento
das sementes fermentadas e secas (PINHO et al., 1992). As sementes de cupuagu passam pelo
mesmo processamento realizado para as de cacau, porém sofrem despolpamento, ficando

recobertas com parte da polpa, para obtencdo das sementes fermentadas e secas (figura 1).
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Despolpamento
(somente para sementes de cupuagu)

v

Sementes

v

Fermentacéo

v

Secagem

v

I Sementes fermentadas e secas I

Figura 1: Fluxograma do processamento das sementes de cupuagu e cacau até obtengdo das sementes
fermentadas e secas.
Fonte: Cohen; Jackix, 2004.

Das sementes fermentadas e secas obtém-se o liquor do cupuacu, que é semelhante ao
liquor de cacau, um dos ingredientes do chocolate, a partir dos liquors pode-se extrair as

respectivas manteigas por prensagem (COHEN; JACKIX, 2004).
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A polpa e as sementes de cacau possuem diversos compostos que tornam o meio

passivel a fermentacdo (figura 2) (LOPEZ; DIMICK, 1991).

Cotilédone

<

Embriao

» Polpa

Agua — 82-87 %
Acucar - 10-13 %

Pentosanas — 2-3 %
Acido Citrico - 1-2 %

Sais — 8-10 %

Pelicula da semente ou testa

Agua — 32-39 %
Celulose — 2-3 %
Amido - 4-6 %
Pentosanas - 4-6 %
Sacarose — 2-3 %

Gordura — 30-32 %

Proteinas — 8-10 %
Theobromina—2-3 %
Cafeina-1%
Acidos -1 %

Sais- 2-3 %
Polifendis — 5-6 %

Figura 2: Estrutura e Composicéo das sementes de cacau.
Fonte: Lopes; Dimick, 1991.

O sabor amargo do cacau é atribuido principalmente a teobromina e cafeina, que

durante a fermentagdo tém o seu teor reduzido em aproximadamente 30 %, devido,

principalmente, aos exsudatos formados durante a fermentacdo (BRITO, 1996). O cacau ao

atingir o grau de fermentacdo desejado, apresenta coloracdo externa marrom intensa, aroma

de vinagre e internamente apresenta um liquido que exuda facilmente quando as sementes sdo

comprimidas (PINHO et al., 1992).

Os sistemas mais usados para a fermentacdo das sementes de cacau sdo caixas de

madeira, cestas, empilhamentos e bandejas (PINHO et al., 1992; LOPES et al., 2003).

Segundo Aquarone et al. (2001) o processamento em caixas é o melhor, pois permite certas

trocas fisico-quimicas (oxidag&o, ativacdo de enzimas, etc) na polpa.
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91) a fermentacdo do cacau ocorre num periodo de 4 a 7

dias. A fermentacdo do cacau ndo deve ultrapassar 8 dias devido a decomposigdo protéica e
consequente liberacdo de amdnia obtendo-se um chocolate com odores e sabores estranhos
(OETTERER, 2004).

A fermentacdo das sementes de cacau envolve processos microbianos e agdo de
enzimas promovendo o melhoramento do “flavor” (SCHWAN, 1996). Nesta etapa do
processamento ha formacdo de substancias quimicas que contribuem para o desenvolvimento
do sabor, aroma e cor de chocolate, reveladas posteriormente na fase de industrializacdo do
cacau (PINHO et al., 1992).

Durante o processo de retirada das améndoas do fruto e sua colocagdo em caixas, estas
entram em contato com o ar e umidade, iniciando-se a germinacdo. Varios autores afirmam
que no inicio da germinacdo ocorrem certos processos enzimaticos que tém influéncia no
sabor do chocolate (AQUARONE et al., 2001).

A fermentacdo do cacau é um processo onde 0s microorganismos estdo presentes de
maneira acentuada. Estes microrganismos sdo provenientes do ar e do solo, mdos dos
manipuladores, superficie dos recipientes usados no transporte das sementes para a
fermentacdo, mucilagem da fermentacdo anterior que cobriu a parede e o chdo das caixas de
fermentacdo e por isso ha variagdo na microbiota (RIBEIRO et al., 1986; LOPEZ; DIMICK,
1991; SCHWAN, 1996; OETTERER, 2004).

Quando a fermentacao € dirigida em condi¢des pouco higiénicas podem ocorrer graves
contaminacgdes por microrganismos. Em teoria, diversos microrganismos podem contaminar
as sementes de cacau nesta etapa, mas na pratica somente a Salmonella tem causado
problemas. As formas vegetativas da Salmonella sdo destruidas durante a torrefacdo, porém

existe a possibilidade de contaminacdo cruzada. Portanto, a prevengdo da contaminagdo do
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(VARNAM; SUTHERLAND, 1997).

No decorrer da fermentacdo, a proliferacdo de microorganismos altera as
caracteristicas fisico-quimicas que ocasiona a sele¢cdo dos microorganismos, prevalecendo
aqueles que melhor se adaptem as condic@es fisico-quimicas oferecidas durante o processo
(RIBEIRO et al., 1986; LOPEZ; DIMICK, 1991). Além da variacdo na populagdo dos
microorganismos, durante a fermentagdo ocorre aumento do pH chegando ao maximo de 5,35
no quinto ou sexto dia. H& formacdo dos acidos acéticos e laticos, principalmente, atingindo
ao final do sexto dia de fermentacdo, com concentragdes de 117 mg/10 g e 42 mg/10 g de
semente, respectivamente (SAMAH et al., 1993).

Duas etapas principais sdo identificadas durante a fermentacdo do cacau: uma fase
inicial anaerdbica, em que ha predominio das leveduras, seguida por uma fase aerébica com
presenca das Acetobactérias e, entre essas duas fases, hd uma ligeira fase latica (DIAS;

AVILA, 1994).

3.5.1.1 Agéo dos microorganismos durante a fermentagdo do cacau

De acordo com Ribeiro et al. (1986) e Ribeiro (1990), na fermentacdo do cacau,
aparentemente os fungos podem interagir com leveduras e bactérias hidrolisando os substratos
da polpa e testa da semente; se essas hidrolises forem consideraveis durante a fermentagdo
podem concorrer para a formagéo de sabores acidos e estranhos no cacau fermentado.

No inicio da fermentagdo das sementes de cacau, o pH inicial baixo (3,6) juntamente
com baixos teores de oxigénio favorecem o crescimento das leveduras, que se multiplicam

rapidamente nas primeiras 12 h, persistindo por um periodo de 24 a 36 h. As leveduras se


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended. 27
Thank you for using
; CO m p | ete PDF Complete.
Click Here to upg . . .
glicose e frutose em Aélcool etilico e CO, (LOPEZ;

DIMICK, 1991; SCHWAN, 1996).

Roelofsen (1958) isolou e identificou em sementes de cacau, em Java, leveduras do
género Candida, Picchia, Saccharomyces, Trichosporon e Schizosaccharomyces. De acordo
com este mesmo autor a espécie Saccharomyces domina a fase inicial da fermentacao (1° dia),
devido a pouca oxigenacdo e leveduras pseudo-miceliais (como Candida krusei) predominam
nos estagios superiores, devido a maior oxigenagdo, além de serem termotolerantes
desenvolvendo-se na polpa de 45 a 50 °C. Ravelomanana et al. (1985), isolaram leveduras da
polpa de cacau em fermentacdo, em Madagascar, identificando espécies dos géneros:
Saccharomyces Shizosaccharomyces, Pichia, Kloechera, Brettanomyces e Candida.

Sementes de cacau inoculadas com S. cerevisae mostraram decréscimo rapido da
glicose e sacarose nos primeiros estdgios de fermentacdo, convertendo-os a élcool,
apresentando o nivel maximo de etanol, na polpa, no segundo dia de fermentacdo ao contrario
do cotilédone que, depois do terceiro dia de fermentagdo, continha aproximadamente a mesma
quantidade de alcool que a polpa (SAMAH et al., 1992).

Durante a fermentacdo dos acUcares das sementes de cacau as leveduras atuam
também metabolizando acido citrico o que causa aumento do pH e da temperatura da massa
fermentativa criando meio favordvel ao desenvolvimento de bactérias lacticas. Estas bactérias
crescem, atingindo seu pico quando a populacdo de leveduras estd em declinio, no periodo de
16 a 48h do processo fermentativo (PASSOS et al., 1984; VASCONCELOS, 1999; LOPEZ;
DIMICK, 1991).

Ostovar e Keeney (1973) encontraram diversos microorganismos laticos nas primeiras
24h de fermentagdo, foram identificadas as espécies: Lactobacillus fermenti, L. misenteroides,

L. plantarum e Streptococcus Lactis. Apds 24 h, apareceram espécies termotolerantes, como:
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cus e L. lactis. Os microorganismos lacticos decresceram

apos 96 h de fermentacéo.

Quando as leveduras esgotam o agucar, comegam a usar o0 alcool produzido como
fonte de carbono. As leveduras oxidam o alcool produzindo acido acético e CO,, sendo que 0
acido acético aparece também devido a presenca de Acetobactérias (LOPEZ; DIMICK, 1991).

Normalmente, a partir do segundo dia de fermentag&o até o final do processo, faz-se o
revolvimento da massa que estd fermentando para promover aera¢do e uniformizacdo das
sementes (PINHO et al., 1992; OETTERER, 2004). Na etapa de aeracdo a temperatura sobe
acima de 37°C, tornando as bactérias acéticas os organismos dominantes. As sementes
morrem entre o segundo e terceiro dia devido a a¢do do etanol e do 4cido acético absorvidos
pelos cotilédones e pela elevacdo da temperatura da massa (LOPEZ; DIMICK, 1991).

As bactérias acéticas formam &cido acético, diminuem a concentracdo de etanol e
acido latico, induzem a acidez ou, ainda, oxidam o acido acético a CO, e agua (SAMAH et
al., 1992). O &cido acético produzido se difunde pelo tegumento das améndoas de cacau
tornando-as permedveis e passiveis de sofrer acdo enzimética (OETTERER, 2004) e diminui
0 pH do cotilédone (SCHWAN, 1990). Apds o terceiro ou quarto dia de fermentagdo, a massa
que possuia cheiro de alcool, passa a exalar odor de vinagre (PINHO et al., 1992).

Foram isoladas, por Ostovar e Keeney (1973), trés espécies de microorganismos
acéticos: Acetobacter roseus, A. aceti e A. sugoxydans, que se apresentaram em maior
quantidade nas 72 h de fermentacdo. A partir de 72 h de fermentacdo, a temperatura sobe para
50 °C ou mais provocando a diminui¢do das bactérias acéticas (LOPEZ; DIMICK, 1991).
Passos et al. (1984) verificaram que as diferencas de temperatura ocorrem devido ao grau e
tempo de aeracdo das sementes que estimulam reacdes exotérmicas de microorganismos

aerdbicos, tendo sido detectada temperatura maxima de 53°C ap0s 48h de fermentagé&o.
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de 3,5 para 5,0, desenvolvem-se bactérias termotolerantes do género Bacillus e outros
géneros. As espécies do género Bacillus contribuem para a formagdo de varios compostos
como 2,3 butanediol, pirazinas, acido acético e acido latico (SCHWAN, 1996). Segundo
Ostovar e Keeney (1973), devido as altas temperaturas nos Gltimos estagios de fermentacéo

(apds 120h), aparecem Streptococcus thermophilus e Bacillus steorothermophilus.

3.5.1.2 Acgéo das enzimas durante a fermentagéo do cacau

Constatou-se que importantes precursores do “flavor” sdo formados enzimaticamente
e a atividade dessas enzimas depende fortemente do pH, acidez, temperatura e tempo de
incubacgéo durante a fermentacdo das sementes de cacau (BIEHL; PASSERN, 1982; BIEHL
et al., 1985; BIEHL; MEYER, 1990; AMIN et al., 1998).

Algumas espécies de leveduras, como Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri, sdo
predominantes no inicio da fermentacdo, produzem enzimas pectinoliticas que atuam
macerando as células da polpa causando colapso e liberacdo de novos substratos (LOPEZ;
DIMICK, 1991; SCHWAN, 1996). Ha trés tipos de enzimas que atuam nas substancias
pécticas: pectinesterase (EC 3.1.1.11), poligalacturonase (EC 3.2.1.15) e a pectato liase (EC
4.2.2.2) (WHITAKER, 1972; ENZYMES COMMITTEE, 2005). As pectinases produzidas
pelas leveduras atuam sobre pectina e 4&cido péctico sendo hidrolisados em
heteropolissacarideos, tornando o material viscoso. Também séo responsaveis pela quebra da
parede das células da polpa resultando no exsudato que escoa (SCHWAN, 1996). 1

Num estudo realizado por Souza et al. (2003) 46 fungos isolados de amostras de cacau
foram capazes de produzir pectinases; o0s géneros com atividade pectinolitica foram

identificados como Arpergillus, Penicillium, Trichoderma e Paecilomyces.
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flavor (aminodcidos, peptideos e acUcares redutores) e degradacdo de pigmentos durante a
fermentacdo. Uma grande quantidade de enzimas como proteases, glicosidases e
polifenoloxidases foram determinadas nas sementes de cacau (HANSEN et al., 1998). As
proteinas sdo hidrolisadas para peptideos e aminoacidos; glicosideos fendlicos para cianidinas
e agUcares; aglcares para monossacarideos; e polifendis sofrem polimerizagédo e oxidacdo. Os
produtos destas reacdes interagem entre eles provendo os precursores do flavor do chocolate
que, na torrefacdo, desenvolvem o aroma tipico do chocolate (LOPEZ; DIMICK, 1991).

Segundo Holden (1959) citado por Aragdo (1992) constatou-se a presenga de amilase,
celulase, poligalacturonase e pectinesterase em sementes de cacau frescas, germinadas e em
processo fermentativo.

As glicosidases s@o enzimas que hidrolisam compostos O- e S-glicosil e fazem parte
deste grupo o-amilase (EC 3.2.1.1), B-amilase (EC 3.2.1.2), celulase (EC 3.2.1.4),
poligalacturonase (EC 3.2.1.15), a-glicosidase (EC 3.2.1.20), B-glicosidase (EC 3.2.1.21), a-

galactosinase (EC 3.2.1.22), B-galactosidase (EC 3.2.1.23), a-manosidase (EC 3.2.1.24), B-

manosidase (EC 3.2.1.25), invertase (EC 3.2.1.26), a-arabinosidase (EC 3.2.1.55), dentre
outras (ENZYME COMMITTED, 2005).

Atividade da glicosidase parece ser encontrada apenas em fermentagdes contendo a
pelicula da semente, contudo, uma vez que a hidrélise da sacarose ocorre no cotilédone
aceita-se que esta enzima deixe a pelicula para atuar no cotilédone (LOPEZ; DIMICK, 1991).
A amilase tem sido encontrada em diversos estudos, porém ndo ha evidéncia de sua atividade,
pois esta é incapaz de degradar amido insoltvel e a temperatura da fermentacao é insuficiente
para sua solubilizacdo (LOPEZ; DIMICK, 1991).

Num trabalho realizado por Hansen et al. (1998) ndo foram inativadas, durante a

fermentacéo, as glicosidases: p-galactosidase, a-arabinosidase e a-manosidase. A invertase,
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H 6timo de 4,5, a relacdo linear da inversdo da sacarose

para glicose e frutose foi verificada entre zero e 5 dias de fermentacdo. Este mesmo autor
também constatou que as endoproteases permaneceram estaveis durante a fermentacéo.

As proteases estdo presentes nas sementes de cacau e s@o ativadas depois da ruptura da
celula e acidificacdo durante a fermentacdo, sendo que os oligopeptideos e os amino&cidos
formados estdo relacionados com o aroma do cacau. Para que ocorra a protedlise € necessario
um periodo minimo de 24 a 36 h com temperaturas abaixo de 45 °C (BIEHL; PASSERN,
1982).

As sementes do cacau possuem duas proteinas de armazenamento: albumina e
globulina (BIEHL et al., 1982). A albumina pode ndo ser significativamente degradada
durante a fermentacdo quando comparada a globulina (AMIN et al., 1998; AMIN et al.,
2003).

Duas enzimas proteoliticas, endoprotease aspartica e carboxipeptidase, estdo presentes
nas sementes de cacau (BIEHL; VOIGT, 1996). A acdo de ambas depende da acidez do
cotilédone (BIEHL et al., 1985). A endoprotease aspartica (pH 6timo 3,5) atua quebrando
cadeias da globulina formando oligopeptideos hidrofébicos e a carboxipeptidase (pH étimo
5,8) age sobre esses oligopeptideos hidrofobicos formando oligopeptideos hidrofilicos e
aminodcidos livres que sdo considerados precursores do flavor especifico do cacau (VOIGT
et al., 1994; BIEHL; VOIGT, 1996).

A formacdo dos aminoacidos livres, via reacdo proteolitica, ocorre rapidamente
atingindo valor méximo em 4 dias (BRITO, 1996). Além destas proteases, também estéo
presentes nas sementes de cacau a aminopeptidase e a endoprotease cisteina, porém a
atividade da endoprotease cisteina é significativamente menor que da endoprotease aspartica
(BIEHL et al., 1996), e a aminopeptidase ¢ muito sensivel a fermentacdo (HANSEN et al.,

1998).
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amente com aminoacidos e peptideos, resultantes da

hidrélise enzimatica dos carboidratos e proteinas, respectivamente, sdo responsaveis pela
producdo de compostos basicos para o aroma do chocolate. As protedlises sdo pH
dependentes, sendo que um alto potencial de flavor resulta quando o pH final da nibe € igual
ou maior que 5,0 (BIEHL et al., 1985).

Durante a fermentagdo do cacau, 0s compostos fendlicos, originalmente compactados
dentro de vactolos de ceélulas especificas, difundem-se dentro do cotilédone (LOPEZ;
DIMICK, 1991). Os polifendis sdo oxidados e os compostos resultantes associam-se com
proteinas por pontes de hidrogénio ou, irreversivelmente, por condensacdo com grupos
reativos de aminoé&cidos, proteinas e polissacaridios, sendo estas rea¢fes importantes na
formacdo do “flavor” do cacau (MOTODA, 1979 apud BRITO et al., 2002). Segundo Hansen
et al. (1998), a polifenoloxidase (EC 1.14.18.1) € fortemente inativada durante a fase aerobica
da fermentacdo, porém, mesmo em baixos niveis sua atividade é suficiente para realizar as
reacdes oxidativas.

A mudanca mais Obvia que ocorre nas sementes do cacau € a descoloracdo do
cotilédone devido a hidrélise dos pigmentos (LOPEZ; DIMICK, 1991). Esses pigmentos sdo,
usualmente, hidrolisados completamente pelo quarto ou quinto dia de fermentacéo
(FORSYTH; QUESNEL, 1957).

No cacau pode ser encontrada uma série de polifendis sendo uma parte na forma
glicolisada (BRITO, 1996). Sementes frescas de cacau contém pigmentos roxos
(antocianidinas, 3-B-D-galactosil e 3-a-arabinosil-cianidinas) que durante a fermentacéo sdo
hidrolisados pelas glicosidases (pH entre 3,8 e 4,5) descolorindo as sementes (FORSYTH;
QUESNEL, 1957). Mais tarde, durante a fase de secagem, as antocianidinas livres sdo

transformadas pelas polifenoloxidases (pH acima de 5,5) em quinonas, que podem,
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resultando em pigmentos marrons (BIEHL; VOIGT, 1996; HANSEN et al., 1998).

A atividade da glicosidase comeca ap6s o segundo dia, quando ocorre a morte da
semente, devido a alta temperatura e producédo de acido acético, porém estes mesmos fatores,
junto com o etanol formado e os polifendis presentes nas sementes contribuem para a
inativacédo da enzima (FORSYTH et al., 1958).

Sementes de cacau também contém peroxidases (EC 1.11.1.7), que oxidam
eficientemente moléculas fendlicas usando peroxido de hidrogénio como um cosubstrato,
porém foi demonstrada uma variagdo na atividade desta enzima e composicdo de suas
isoenzimas que aparecem durante o amadurecimento, fermentacdo e secagem (SAKHARQV;
ARDILA, 1999).

Broadbent et al. (1997) verificaram o comportamento das sementes de cacau durante a
fermentacdo, com relagdo as antocianinas, peroxidases e polifenoloxidases e detectaram um
decréscimo destes componentes, chegando a polifenoloxidase a zero no ultimo dia de
fermentagdo. As antocianinas foram reduzidas clareando os cotilédones, porém a coloracgéo
das sementes torna-se escura devido as reagdes de oxidag&o.

Segundo Lopez e Dimick (1991) as evidéncias da presenca de lipases (EC 3.1.1.3) nas
sementes de cacau é insatisfatoria, porém declararam ser improvavel sua auséncia devido a
grande concentragdo de lipidios nestas sementes (30%).

Num trabalho realizado por Ribeiro et al. (1990), onde foi verificada a presenca de
enzimas em 16 espécies de fungos isoladas de sementes fermentadas de cacau, constatou-se
resultado positivo com nivel de lipdlise variando entre as espécies e, em relagdo a atividade
amilolitica, duas espécies foram incapazes de hidrolisar o amido; somente trés espécies nao
possuiam atividade proteolitica e algumas espécies revelaram ainda propriedade pectinolitica

(56 %) e celulolitica (37%).
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ara o “flavor” do chocolate

O processo fermentativo inicia-se na polpa que envolve as sementes. A atividade dos
microorganismos causa remo¢do da mucilagem das sementes, morte do embrido e reagOes
bioquimicas no interior do cotilédone acarretando o desenvolvimento dos precursores do
sabor do chocolate (COHEN; JACKIX, 2004).

Os acucares redutores com aminoacidos e peptideos estdo envolvidos na formacao do
“flavor” pela reacdo de Maillard, sendo responsaveis por compostos bésicos do aroma do
chocolate. Uma correlacdo pode ser esperada entre a intensidade do “flavor” e as protedlises
(BIEHL et al., 1982). A acidificacdo das sementes durante a fermentacdo deveria ter um
efeito favoravel no “flavor”, pois o pH étimo das proteoélises é 3,5 a 4,5 (BIEHL et al., 1982),
porém sabe-se que acidez excessiva é usualmente acompanhada por baixo “flavor” de
chocolate. E necessaria a acidificacdo e protedlise, em seqiiéncia, para obter o tipico flavor de
cacau (BIEHL et al., 1985).

O nivel de pH, teor de &acido acético, produtos proteoliticos e “flavor” ndo estdo
simplesmente correlacionados, varios efeitos influenciam na relagdo da acidificacéo,
protedlise e desenvolvimento do “flavor”. Um flavor potencialmente alto ndo depende da
liberacdo méxima de aminoacidos ou peptideos; é provavel que aminodcidos especificos
sejam mais importantes que a quantidade total de peptideos e aminoacidos para a formagéo do
“flavor” e estes peptideos seriam formados a partir da vicilina (proteina globular). Uma
acidificacdo lenta pode assegurar a formacdo de peptideos que favorecam o flavor devido a
atividade da endoproteinase em pH 5,5 (BIEHL et al., 1985).

Além da acidificacdo e formacdo de certos aminoacidos, a temperatura também
influencia no flavor, pois de acordo com Biehl et al. (1982) o aumento lento da temperatura é

importante para a degradacdo das proteinas e para o flavor potencial. A decomposicéo
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semente, particularmente nos vacuolos de proteinas. Este estimulo pode ser responsavel pelo
aumento do “flavor” potencial na fermentacdo convencional quando o aumento de
temperatura é lento (BIEHL et al., 1985).

O aroma, produzido por oligopeptideos e aminoéacidos livres, é formado durante a
fermentacdo das sementes por protedlises induzidas pela acidez e por proteases enddgenas das
sementes de cacau (BIEHL; PASSERN, 1982). Os precursores do aroma do cacau sdo obtidos
quando as proteinas globulares de estocagem das sementes sdo sucessivamente degradadas
por endoprotease aspartica e carboxipeptidase (VOIGT et al., 1994).

Brito et al. (2004) promoveram hidrélise das proteinas dos nibes de cacau usando uma
protease (L-aminopeptidase) para verificar a formacdo de precursores e o efeito do sabor do
cacau e constataram que o uso da enzima foi Gtil em melhorar os precursores do “flavor” do
cacau, bem como afetou a percepcdo do “flavor” nos produtos derivados. Os compostos
formados durante a hidrolise enzimética foram consumidos durante a torrefagdo,
provavelmente, devido sua participacdo na reacdo de Maillard.

O “flavor” do cacau é grandemente influenciado por polifendis. Estes compostos
sofrem uma série de transformacgdes durante o processamento do cacau conduzindo &
formacdo do “flavor” do cacau. O uso de polifenoloxidases exdgenas mostrou-se Util para
diminuir o contetdo de polifendis nas sementes de cacau e, assim, reduzir adstringéncia e
amargor (Brito et al., 2002). A quantidade de polifendis, flavonoides, taninos, flavan-3-ol e
antocianinas sdo responsaveis pela adstringéncia do cacau (BATE-SMITH, 1973; HASLAM,;
LILLEY, 1988; HASLAM et al. 1992; apud BONVEHI; COLL, 1997).

Os polifendis sdo oxidados e os compostos resultantes associados reversivelmente com
proteinas, ou irreversivelmente com grupos reativos de aminoacidos, peptideos, proteinas e

polissacarideos, formam compostos importantes na formagio do “flavor” (BARTOLOME et
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células coloridas dos cotilédones contém a maior parte dos polifendis e, durante a secagem,
estes compostos sdo oxidados pela polifenoloxidase e peroxidase, reduzindo o amargor e a
adstringéncia (BROADBENT et al., 1997). Bonvehi e Coll (1997) verificaram que 0s
polifendis e taninos decrescem durante a fermentacéo, estabilizando depois do 5° ou 6° dia.

Os éacidos organicos sdo compostos que tém grande influéncia na qualidade do
chocolate e podem ser considerados como fatores importantes que contribuem para a
diferenca no “flavor” do chocolate. Os &cidos organicos que aparecem em maior concentracéo
na polpa e no cotilédone sdo o &cido acético, latico, oxalico e citrico (SAMAH et al., 1992).
Com excecdo do acido latico, ao final da fermentacdo estes acidos possuem concentragcdo ndo
alterada ou diminuida. Altas concentracfes de acido acético nas améndoas enfraquecem o
“flavor” tipico do cacau tostado (BIEHL et al., 1985). Segundo Samah et al. (1992) os acidos
e, consequentemente, o “flavor” produzidos durante a fermentacdo determinam a qualidade
total nas sementes de cacau.

A teobromina e a cafeina durante a fermentacéo do cacau sofrem reducdo de 30 % do
teor inicial, principalmente, devido & exsudacdo diminuindo o amargor contribuindo para
melhorar o “flavor” do chocolate (NEY, 1992; CROS; JEANJEAN, 1996 apud BRITO,
1996), além dos compostos volateis formados como a tetrametilpirazina e os &cidos graxos
propridnico, butirico, valérico e isovalérico, que em quantidades pequenas sdo consideradas
parte do aroma, mas em maiores concentra¢cdes sdo considerados desagradaveis (LOPEZ;
QUESNEL, 1973).

Segundo Hashim e Chaveron (1994), as alquilpirazinas sdo um dos mais importantes
grupos envolvidos na formacdo do aroma do cacau. Verificaram a formagdo das
metilpirazinas a partir do primeiro dia de fermentacdo, quando foi identificada a presenca de

2,3-dimetilpirazina, trimetilpirazina e tetrametilpirazina e, também, constataram a formacéo
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formada foi a tetrametilpirazina, que teve sua concentracdo aumentada até o sexto dia de

fermentacdo quando, entdo, decresceu.

3.5.2 Fermentacédo das sementes de cupuagu

A polpa do cupuagu possui compostos ndo-volateis, como aclcares redutores e nao-
redutores, proteinas e compostos lipidicos e pH baixo (3,6) (CHAAR, 1980), portanto, assim
como o0 cacau, € propicio a fermentagdo. A polpa do cupuagu possui componentes volateis,
sendo, que trés, também, podem ser encontrados nas sementes (acido 9-octadecandide, acido
hexadecandide e pipirazina). Foi detectado nas sementes acetaldeido benzeno que mostrou-se
ausente na polpa (VELHO et al., 1991).

Segundo Oliveira et al. (2004), a fragdo volatil do liquor do cupuagu é similar ao que
tem sido reportado para cacau e seus derivados, sendo que 0s principais compostos
encontados, tri- e tetra-etilpirazina, 3-metilbutanal, dimetil sulfito e B-linalol, s&o tidos como
0s componentes-chave do aroma do cacau. O que diferiu na composicao foi a concentracéo de
compostos alquilpirazinas que sdo encontrados em altas concentra¢fes no cacau e favorecem
o flavor.

A fermentacdo das sementes de cupuacu podera ser feita em caixas de madeira
(VENTURIERI; AGUIAR, 1988; NAZARE et al, 1990; ARAGAO, 1992;
VASCONCELOS, 1999; OLIVEIRA, 2001; LOPES et al., 2003; COHEN; JACKIX, 2004).
As caixas de madeira ndo devem possuir odores para ndo transferi-los para o produto e devem

ser dotados de drenos para escoar o exsudato e facilitar a aeragdo (PINHO et al., 1992).
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de cupuagu termina entre 0 5° e 7° dia (NAZARE et al.,

1990). A fermentacdo ndo deve ultrapassar 8 dias para evitar decomposi¢do das proteinas

(COUTINHO, 1969). Apos a fermentacédo, a semente é chamada de améndoa (BRITO, 1996).

Venturieri e Aguiar (1988) realizaram fermentacdo das sementes de cupuagu em

caixas de madeira com furos de 3/8 polegadas no fundo (figura 3), cobertas com saco de

aniagem, durante 5 dias. Foram realizados trés revolvimentos, o primeiro apds 24 h de

fermentacdo e os outros 24 e 72 h depois do primeiro revolvimento. Obtiveram chocolate de

cupuagu com 58,5 % de gordura, 7,8 % de proteinas e 672,1 cal de energia.

Figura 3: Caixa de fermentagéo com furos no fundo.
Fonte: Venturieri; Aguiar (1988).

Nazaré et al. (1990) procederam a fermentacdo das sementes de cupuagu em caixas de

madeira com capacidade de 80 kg. Depois de 24 e 48 h do inicio da incubacdo, foi

acrescentada a massa fermentativa solucao de agucar a 30 %, na proporc¢do de 1 % de solucéo

em relacdo ao peso do material. As sementes foram revolvidas duas vezes ao dia, sendo o

término da fermentacéo entre o 5° e 7° dia. Apds a fermentacéo, as sementes foram lavadas,

secas ao sol, torradas (150 °C), descascadas e utilizadas como matéria-prima para preparo do
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uto em tablete meio amargo, com leite e branco,

organolepticamente semelhante ao obtido a partir de améndoas de cacau.

Aragdo (1992) estudou o processo fermentativo de sementes de cupuagu em caixa de
madeira com frestas no fundo de 0,5 cm de largura para escoar o exsudato, revolvendo a cada
24 h com auxilio de pés de madeira. Depois de 7 dias de fermentacdo, o material foi seco,
tostado e descascado, sendo utilizado para a producgdo de um creme.

Vasconcelos (1999) realizou fermentacdo de sementes de cupuagu em caixas de
madeira com capacidade de 153 Kg, contendo trés compartimentos (figura 4), em que o fundo
da caixa possuia espacamento de 0,2 cm entre as tabuas para escoar o exsudato. Inicialmente,
no compartimento n°® 1 foram colocadas as sementes junto com fragmentos de folhas de
bananeiras e, entdo, foram cobertas com folhas de bananeira e saco de aniagem para reter o
calor gerado. Apo6s 48 h, com o auxilio de pa de madeira, o material foi revolvido e
transferido para o compartimento n° 2. Depois de 48 h o material foi novamente revolvido e
transferido para o compartimento n° 3, onde permaneceu por mais 72 h. Vinte e quatro horas
antes do final da fermentacdo as améndoas foram submetidas ao ultimo revolvimento. A

metodologia neste tipo de caixa foi considerada adequada.

Figura 4: Caixa de fermentacdo construida de acordo com Grimaldi (1978).
Fonte: Vasconcelos (1999)
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caixa de madeira com capacidade de 25 Kg, contendo furos de 3/8 polegadas no fundo,
fechada com tampa de mesmo material, durante 7 dias. As sementes foram revolvidas a cada
24 h, apo6s as primeiras 48 h de fermentacdo, obtendo-se améndoas de cupuagu fermentadas
de coloragdo purpura marrom semelhante as de cacau.

Cohen e Jackix (2004) obtiveram bons resultados ao submeterem as sementes de
cupuacu a fermentacdo em caixas de madeira com capacidade de 600 kg contendo trés
compartimentos e sem adi¢do de solucéo de agucar. O tempo total do processo foi de 7 dias e
o0 revolvimento das sementes foi realizado com 48 h (do 1° para 0 2° compartimento) e 72 h
(do 2° para 0 3° compartimento) apds o inicio do processo fermentativo.

Lopes et al. (2003), também realizaram a fermentacdo das sementes de cupuagu em
caixas de trés compartimentos com capacidade de 160 kg durante um periodo de 7 dias. O
revolvimento foi feito apds 48, 96 e 144 h apos o inicio da fermentacdo. Junto com as
sementes foram colocadas folhas de bananeira para inocular 0s microorganismos da superficie
da folha.

A temperatura durante a fermentacdo das sementes de cupuagu eleva-se a partir do
segundo até o terceiro ou quarto dia, decrescendo depois, possivelmente devido a atividade
dos microorganismos (COHEN; JACKIX, 2004; LOPES et al., 2003).

Nazaré et al. (1990) encontraram o maior indice de temperatura de 48 °C com 48 h de
fermentacdo, este mesmo valor foi observado por Vasconcelos (1999), porém com 72 h de
processo fermentativo. Aragao (1990) obteve temperatura média maxima de 40 °C, nas 48h de
fermentacdo, diminuindo para 31°C nas 72 h, enquanto que Oliveira (2001) observou
temperatura média maxima de 41 °C, em processo fermentativo aerébio em caixas de

madeira, com 48 e 72 h do processo.
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sementes frescas, Aragao (1991) constatou que o pH aumentou linearmente até o 4° dia (de
3,5 para 6,9) com subsequente estabilizacdo, enquanto a acidez titulavel decresceu linear e
acentuadamente até o 5° dia e de forma mais lenta nos dois Gltimos dias de fermentag&o. Isso
ocorreu, porque o acido citrico disseminado na polpa foi fermentado pelas leveduras e
bactérias laticas produzindo acido latico e acético que sdo menos dissociados (ROHAN,
1964). Vasconcelos (1999) observou variagdo de pH iniciando com 6,30 chegando a 4,71 com
168 h de processo, e depois da secagem atingiu pH 5,34. Oliveira (2001) constatou que o pH
aumentou em relacdo ao tempo de fermentacdo, elevando-se do tempo zero até 48 h de
fermentacdo, diminuindo as 72 h e aumentando até o final do processo fermentativo (168h),
atingindo pH acima de 5,0.

Vasconcelos (1999) observou que as transformacgdes que ocorrem com 0s agucares,
acidos e alcool, durante a fermentagdo do cupuacgu, assemelham-se aquelas descritas na
literatura para o cacau. Verificou que a sacarose foi o agucar predominante no cotilédone, e
apos 48 h de fermentagdo, o principal sacarideo foi hidrolisado a frutose, que atingiu seu
maior valor com 72 h de fermentagéo, e manteve-se como agUcar predominante até o término
da secagem. A glicose comecou a aparecer com 48 h de fermentacdo, atingindo maior
concentragdo em 72 h, mantendo-se quase que constante até o final do processo fermentativo.
Com relacéo a fragdo dos aminoacidos, houve discreto aumento de serina, glicina, metionina,
fenilalanina e arginina e decréscimo acido aspartico, treonina, acido glutamico, prolina,
alanina, cistina, valina, isoleucina, tirosina e arginina.

Oliveira (2001) isolou diversas espécies de levedura, fungos e bactérias de sementes
de cupuacu, em fermentacdo aerdbica em caixa de madeira. Das 130 culturas isoladas houve
predominio de leveduras do género Candida, sendo isoladas em todas as etapas de

fermentacdo. A diversidade da microbiota encontrada nas sementes de cupuacu durante a


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

£ 0

Your complimentary
use period has ended. 42
Thank you for using
O m p | ete PDF Complete.

Cllck Here to upc

[e a microbiota descrita na literatura para sementes de

cacau. Além de Candida sp. foram identificadas as linhagens no tempo zero: Kloeckera
lindneri; Leuconostoc; Streptococcus lactis, que permaneceram até 24 h apos inicio da
fermentacdo, e levedura negra. Foram identificados ainda: Brettanomyces a partir de 48 até 72
h do inicio da fermentacdo; Aspergillus sp. que surgiu com 48 h; Geotrichum com 96 h;
Pichia fermentans com 96 até 144 h; Thrichosporum adeninovorans com 120 h; Arxiozyma
telluris com 144 h e Acinetobacter ap6s 144 até 168 h de fermentagdo. Também observou o
comportamento da fermentacdo das sementes de cupuagu em aerobiose em caixas de isopor e
em anaerobiose em caixas de madeira e de isopor, e constatou que as sementes ndo
desenvolveram a coloracdo purpura-marrom, caracteristica das améndoas de cacau
fermentadas, demonstrando que o oxigénio € essencial no processo fermentativo das sementes
de cupuagu.

Espécies do género Candida sdo capazes de produzir lipases, poligalacturonases e
proteases, assim como outras leveduras e fungos podem produzir estas ou outras enzimas,
como algumas espécies de Aspergillus que possuem atividade lipolitica, celulolitica e
proteolitica (RIBEIRO, 1990; OYEWOLE, 2001; D’ANNIBALE et al. 2006;
ZOUMPANIQTI et al., 2006).

Neves (2004) analisou a atividade proteolitica de leveduras de diversas procedéncias,
dentre as quais oriundas de fermentacGes de sementes de cupuagu, dentre as quais estavam
espécies do género Candida, Rhodotorula e Trichosporon. Depois de 18 h de incubacdo em
meio sOlido em &gar gelatina-leite a 37 °C, a espécie Candida tropicalis mostrou maior
atividade proteolitica que Candida albicans, Candida rugopeliculosa, Rhodotorula minuta e
Trichosporon adeninovorans, que por sua vez tiveram maior atividade que Candida

salmonticencis e Candida vartiovaarai.
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evidéncias que enzimas microbianas sejam transportadas para dentro do cotilédone, porém
alguns metabdlitos aparecem dentro das sementes (REINECCIUS et al., 1972; LOPEZ 1986;
LOPEZ et al., 1987).

Reisdorff (2004) constatou a presenga de endopeptidase aspértica e carboxipeptidase
em sementes de cupuacu ndo fermentadas e verificou que a atividade 6tima desta enzima

foram de 3,45 a 3,55 para endopeptidase e ao redor de 5,4 para carboxipeptidase.

3.6 Acles enzimaticas e seus produtos

3.6.1 Celulases

As celulases séo glicoproteinas capazes de romper ligacdes 1,4-B-D-glicosidicas em
celulose. A celulose é o principal polimero presente na parede de células vegetais e é
constituido de cadeias lineares de unidades de glicose. As celulares sdo complexo enzimatico
formado por trés enzimas: endo- B-1,4-glicanases (EC 3.2.1.4) que hidrolizam as ligacOes
glicosidicas ao acaso na fibra de celulose; as exo-f3-1,4-glicanases (EC 3.2.1.91), que agem
nas extremidades redutoras e ndo redutora de polimeros gerados pela agdo das endoglicanases,
liberando celobiose; e as -1,4-glicosidades (EC 3.2.1.21) que hidrolisam oligossacarideos e
celobiose a glicose. Esses trés componentes atuam de forma sinérgica na hidrélise da celulose.
(SAID; PIETRO, 2004; ENZYME NOMENCLATURE, 2005). Holden (1959) determinou a
presenca de celulase em sementes de cacau ndo fermentadas e germinadas, porém ndo ha

estudo em sementes de cupuagu.
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As pectinesterases (EC 3.1.1.11) atuam desesterificando a pectina, em meio aquoso,
originando metanol e pectato (ENZYME NOMENCLATURE, 2005). As pectinas sdo
polissacarideos acidos que apresentam uma cadeia principal de acido D-galacturdnico unidos
por ligacbes do tipo a-1,4 e possuem ramificagdes de residuos de ramnose, arabinose,
galactose e xilose (SAID; PIETRO, 2004). As pectinesterases tém sido encontradas em todas
as espécies de plantas superiores, sendo que a diminuicdo do grau de esterificacdo é relevante
para 0 processo de maturacdo dos frutos, pois retiram grupos metil éster dos constituintes
pécticos da parede celular diminuindo a adesividade intracelular e rigidez do tecido
(FOGARTY; KELLY, 1983; ALONSO et al., 1995; JLANG et al., 2003 ). Holden (1959)
determinou a presenca de pectinesterases em sementes de cacau ndo fermentadas e

germinadas, porém ndo hé estudos em sementes de cupuagul.

3.6.3 Poligalacturonases

As poligalacturonases (EC 3.2.1.15) hidrolisam aleatoriamente liga¢des 1,4-0-D-
galacturbnicas em pectato e outros compostos galacturbnicos (ENZYME
NOMENCLATURE, 2005). Assim como as pectinesterases, as poligalacturonases sao
encontradas em plantas superiores e tem importancia para a maturacdo de frutos e vegetais.
Essas enzimas atuam despolimerizando a pectina diminuindo a adesividade intracelular e a
rigidez do tecido. (ALONSO et al., 1995; PIRES; FINARDI-FILHO, 2005). Holden (1959)
determinou a presenca de poligalacturonases em sementes de cacau ndo fermentadas e apos

24 h de fermentacdo, porém ndo ha estudos em sementes de cupuagul.
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A invertase ou [B-D-Frutofuranosidase (EC 3.2.1.26) é uma enzima que hidrolisa
sacarose na porcdo B-D-Frutofuranosideo terminal ndo-redutor, originando uma mistura em
quantidades iguais de glicose ou frutose (ENZYME NOMENCLATURE, 2005). E
encontrada em fungos e leveduras, animais, algas verdes, bactérias e vegetais. Nos vegetais,
geralmente se relaciona com o grau de amadurecimento do fruto, aumentando a medida que o
fruto amadurece (SAID; PIETRO, 2004). Foi constada a presenca de invertase em sementes

de cacau fermentadas (HANSEN et al, 1998), porém ndo ha estudos em sementes de cupuagu.

3.6.5 Amilases

Atuam no amido, glicogénio, polissacarideos e oligossacarideos, sendo que a acéo da
a-amilase resulta em uma mistura de grupos redutores em a-configuracdo e a P-amilase
produz B-maltose por inversdo (ENZYME NOMENCLATURE, 2005). O mais importante
polissacarideo de reserva no reino vegetal é o amido, polimeros de cadeias de glicose unidas
por ligacBes 1,4-0-D-glicosidicas (SAID; PIETRO, 2004). A a-amilase (EC 3.2.1.1) é uma
endohidrolase que cliva ligagGes 1,4-0-D-glicosidica em polimeros de polissacarideos
contendo trés ou mais ligagdes 1,4-a- de unidades de D-glicose. As B-amilases (EC 3.2.1.2)
hidrolisam ligagcdes 1,4-0-D-glicosidica em polissacarideos removendo sucessivamente
unidades de maltose a partir do final das cadeias ndo redutoras. Holden (1949) demonstrou a
presenca dessas enzimas em sementes frescas, germinadas e fermentadas de cacau, porém nédo

h& estudos em sementes de cupuagu.
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As proteases (EC 3.4) sdo hidrolases que degradam proteinas a peptideos e
aminodcidos. O crescimento e desenvolvimento dos organismos resultam de um balango entre
sintese de proteinas e biogénese de organelas, protedlise e reciclagem de componentes de
organelas. Nas plantas, a degradacdo de proteinas esta relacionada a varios processos de
desenvolvimento tais como germinacdo, diferenciacdo e morfogénese, senescéncia, morte
celular programada, ritmo circadiano, resposta de defesa das plantas e “stress” oxidativo. Em
consequiéncia as plantas séo excelentes fontes de proteases (SAID; PIETRO, 2004). Reisdorff
et al. (2004) verificou a presenca de dois tipos de proteases, endopeptidase aspartica e

carboxipeptidases, em sementes ndo fermentadas de cupuagu.

3.6.7 Polifenoloxidases

As polifenoloxidases (EC 1.10.3.1) sdo encontradas em fungos e, provavelmente, em
todas as plantas superiores. Sao enzimas que participam em dois tipos de reacbes: (1) a
hidroxilacdo de monofendis originando o-difendis e (2) a oxidagdo de o-difendis formando o-
quinonas (WHITAKER, 1972). Estas enzimas foram determinadas em diversas etapas de
fermentacdo das sementes de cacau, sendo que as quinonas sao importantes para a formagao
da coloragdo marrom tipica do cacau (HOLDEN, 1959; HASLAN, 1982; BROADBENT et
al., 1997; HANSEN et al., 1998). Além da participagdo na formagdo da cor, as
polifenoloxidases contribuem para o flavor, pois reduzem a adstringéncia devido a oxidagédo
de taninos. Ndo ha estudos sobre essa em sementes de cupuagu, porém sabe-se eu nestas
sementes encontra-se uma grande variedade de compostos fendlicos como catequinas e

epicatequinas (YANG et al., 2003).
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As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo hemiproteinas amplamente distribuidas em plantas
superiores, sendo também encontradas em animais e microrganismos. Nas plantas estdo
relacionadas com diversos processos metabolicos, tais como defesa contra patdgenos,
oxidacdo de compostos fendlicos, ligacdo de proteinas e polissacarideos a parede celular e
particularmente polimerizagcdo de ligninas (WHITAKER, 1972; SAID; PIETRO, 2004).
Atuam oxidando moléculas fendlicas usando per6xido de hidrogénio como co-substrato,
formando substancias coloridas, causando o0 chamado escurecimento enzimatico
(SAKHAROV; ARDILA, 1999). Peroxidases tém sido encontradas em sementes de cacau
(HOLDEN, 1959; BROADBENT et al., 1997; SAKHAROV; ARDILA, 1999), porém ndo ha

estudos dessas enzimas em sementes de cupuagu.

3.6.9 Lipases

Lipases ou triacilglicerol éster hidrolases (EC 3.1.1.3), sdo enzimas largamente
distribuidas na natureza, que catalisam a hidrélise de 6leos e gorduras liberando acidos graxos
livres, diacilglicerdis, monoacilglicerdis e glicerol (BEISSON et al., 2000). Sdo enzimas
soliveis em &gua, mas catalisam reagBes envolvendo substrato lipofilicos — a estrutura
molecular das lipases, muitas vezes compostas por um “tampa” que protege o sitio ativo
predominantemente hidrofobico da enzima (SCHMIDT; VERGER, 1998).

Gorduras ocorrem em pequena quantidade em raizes, caules e frutos, mas sdo
encontrados com abundancia em sementes, sendo a maioria dos lipideos de estoque esta na

forma de triglicerideos (AKHTAR et al. 1975; ACHAKZAI et al., 2003).
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mente sdo encontradas nos frutos e sementes devido ao

contetdo de triglicerideos, que durante a germinacdo serdo degradados a glicerol e acidos

graxos que serdo convertidos em agucar para suportar o crescimento da planta jovem (HILL;

BEEVERS, 1987; SAID; PIETRO, 2004).
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4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um experimento para determinacdo da atividade das enzimas produzidas
espontaneamente, a cada 24 horas, nos sete dias de fermentacdo das sementes de cupuacu e

monitoramento do pH, acidez e temperatura nesse intervalo de tempo.

4.2 Frutos

Os frutos de cupuacu da safra 2005 foram doados pela EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria), localizada no municipio de Manaus/AM, Km 24 da

estrada AMO010.

4.3 Processamento das Sementes

Antes da quebra da casca, o cupuacu foi lavado com &gua corrente para eliminacéo de
sujidades e, entdo, se seguiu o despolpamento, por despolpadeira mecanica, no laboratério de
beneficiamento de frutos da EMBRAPA. As sementes recém despolpadas, com
aproximadamente 3% de polpa residual, foram embaladas em sacos plasticos de 50kg e
transportadas até a planta piloto do Departamento de Medicamentos e Alimentos do Curso de
Farmacia da Universidade Federal do Amazonas, localizado na Rua Alexandre Amorim, 330,

Aparecida, onde foram submetidas a fermentagéo.
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O processo fermentativo seguiu as recomendac6es da CEPLAC, Comissdo Executiva
do Plano de Lavoura Cacaueira (1982), e os trabalhos realizados por Ostovar e Keeney
(1973), Passos et al. (1984), Ribeiro et al. (1986) e Oliveira (2001).

As sementes de cupuagu foram submetidas a fermentacdo, por sete dias, em caixas de
madeira de dimensdes 30x30x40cm, com capacidade de 25kg, com tampa do mesmo material
e com furos no fundo de 3/8 polegadas para escoar possiveis liquidos exsudados. Apds as
primeiras 48 horas as améndoas foram revolvidas e depois a cada 24 horas até o sétimo dia de
fermentacdo, com o objetivo de incorporar oxigénio a massa.

Para obter resultados estatisticos as fermentacdes foram realizadas em triplicata, sendo
entdo determinada a atividade de enzimas nas sementes e a verificagdo do pH, acidez e

temperatura, na superficie, meio e fundo de cada caixa.

4.5 Determinagéo da Temperatura

As mudangas de temperatura durante o processo fermentativo das sementes de
cupuacgu foram acompanhadas durante sete dias, a partir do inicio do processo (tempo zero) e
a cada 24 horas. A medicdo da temperatura, nas caixas, foi realizada com a introdugéo de um

termometro digital calibrado em °C.
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A variacdo de pH foi monitorada medindo-se o pH em intervalos regulares de 24
horas, a partir do tempo zero durante os sete dias de fermentacdo das sementes de cupuagu. A
determinagdo do pH foi realizada de acordo com o método da A.O.A.C. (1997) para produtos
de cacau. O pH foi medido retirando-se uma aliquota das sementes, que depois de trituradas
em multiprocessador, foram pesadas (10 g) e diluidas com agua destilada fervida. O pH do

filtrado foi medido, em pHmetro digital previamente calibrado, em temperatura ambiente.

4.7 Determinacdo da Acidez

A acidez das sementes em fermentacédo foi determinada no filtrado obtido de acordo
com o item 4.6 e titulado com solucdo de NaOH 0,1 N, de acordo com o método da A.O.A.C.
(1997) para produtos de cacau, a cada 24 horas, a partir do tempo zero, durante os sete dias do

processo fermentativo.

4.8 Preparacgdo do P6 Desidratado e Desengordurado das Sementes de Cupuacgu

A cada 24 horas, a partir do tempo zero, durante os sete dias de fermentagdo foram
retiradas sementes de cupuacu para o preparo do po desidratado e desengordurado, utilizado
nas andlises das enzimas. A pelicula e 0 embrido foram removidos antes da trituracéo e
extracdo. Os cotilédones foram entdo triturados em multiprocessador (15 segundos) e depois
foram extraidos gorduras, alcaldides e polifendis de acordo com método de Amin et al. (1998)

utilizando-se éter, cloroférmio e acetona 80 % (trés vezes) e 100 %, respectivamente. O pd
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utilizacdo nas andlises das enzimas (AMIN et al., 1998).

4.9 Determinagdes Quantitativas das Atividades Enzimaticas do PO Desidratado e

Desengordurado das Sementes de Cupuagu

Foram determinadas quantitativamente, a cada 24 horas, a atividade enzimatica da
celulase, pectinesterase, poligalacturonase, amilase, invertase, proteases, peroxidase,
polifenoloxidase e lipase dos extratos das sementes em pé desidratado e desengordurado
durante os sete dias de fermentacdo das sementes de cupuagu. A atividade das enzimas foi
expressa em unidade de atividade enzimatica (U). Para todas as andlises foram realizadas
reacOes dos extratos enzimicos inativados, em banho-maria por 5 minutos a 100 °C, mais o

meio reacional para descartar a presenca de compostos interferentes ou pré-formados.

3.9.1 Determinagédo da Atividade da Celulase

A atividade da celulase foi determinada de acordo com o método descrito por
Sadashivam e Manickam (1992) modificado por Agrawal et al. (2002). A solugdo enzimética
foi obtida usando-se 100 mg do p6 desidratado e desengordurado das sementes em 5 mL de
tampdo citrato de sédio 0,1 M (pH 5,0). A mistura reativa foi preparada com 0,5 mL de
tampdo citrato, 0,5 mL de carboximetilcelulose a 1 % e 0,5 mL de solucdo enzimatica que foi
incubada a 55 °C por 15 minutos em banho-maria. Depois foram determinados 0s grupos
reduzidos de agUcar, de acordo com o método descrito por Nelson (1944) modificado por

Somogyi (1952). A atividade enzimatica foi determinada a 540 nm. Usou-se D-glicose como
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umol de agucar redutor por minuto nas condic6es de ensaio.

3.9.2 Determinagéo da Atividade da Poligalacturonase

A enzima foi extraida a partir de 100 mg de p6 desidratado e desengordurado das
sementes, usando-se tampao acetato de so6dio 50 mM, pH 5,0, (AGRAWAL et al., 2002). A
atividade da poligalacturonase foi determinada pela mensuracdo dos grupos reduzidos do
acido poligalacturénico, de acordo com o método descrito por Nelson (1944) modificado por
Somogyi (1952). A mistura reacional constituida de 0,25 mL de enzima, 0,25 mL de tamp&o
acetato de sodio, pH 4,5, e 0,5 mL de solucdo de &cido poligalacturénico a 1 % foi incubada
por 30 minutos, a 37 °C. Ao final do periodo de incubagédo a quantidade de grupos reduzidos
foi determinada utilizando-se &cido D-galacturdncico como padrdo (ABU-GOUKH,;

BASHIR, 2003). A atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de

liberar de 1 umol de &cido monogalacturénico por minuto de reagdo nas condigdes de ensaio.

3.9.3 Determinagédo da Atividade da Pectinesterase

A enzima foi extraida do p6 desidratado e desengordurado das sementes usando-se
solugéo de NaCl 8,8 %, a 4 °C, e os homogeneizados centrifugados a 20000 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e o pH ajustado para 7,5 com NaOH (HAGERMAN;
AUSTIN, 1986). Um volume de solucdo de verde de bromocresol 0,017 g/100 mL, em agua
destilada, foi adicionado a 10 volumes de solucdo de pectina citrica 0,5 g/100 mL, em &gua

destilada, e entdo, sendo o pH ajustado para 5,1 com solugdo de NaOH 1 mol/L. A

absorbancia foi mensurada a 617 nm. Em seguida a reacdo foi iniciada adicionando-se 50 pL
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galacturénico como padrdo (VILARINO et al., 1993). Uma unidade de pectinesterase é
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de grupos carboxilicos por

minuto de reacdo nas condicdes de ensaio.

3.9.4 Determinacédo da Atividade da Invertase

A analise foi desenvolvida com suspensdes de p6 desidratado e desengordurado das
sementes. A mistura reacional foi preparada adicionando-se 920 uL de citrato/fosfato 50/100
mM (pH 4,5), 80 mg de p6 e 80 uL de solugdo de sacarose 300 mM. Os tubos foram
incubados por 3 h a 50°C com suave agitacdo, e depois aquecido por 5 minutos a 100 °C e
centrifugado duas vezes & 20000 x g por 5 minutos para interromper a reacdo (HANSEN et
al., 1998). Foi usado D-glicose como padrdo. A quantidade de grupos reduzidos de acucar foi
determinada de acordo com o método descrito por Nelson (1944) modificado por Somogyi
(1952). A atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1

umol de agucar redutor por minuto nas condic6es de ensaio.

3.9.5 Determinacgdo de Amilases

Para extragdo da o-amilase, 0o pO desidratado e desengordurado das sementes foi
suspenso em tampéo fosfato 0,1 M e nitrato de potassio 0,2 M a pH 7,5 e centrifugado a 2000
x g por 30 minutos. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Whatman n°1 e usado como
fonte da enzima (HAYAT; AHMAD, 2003).

Para extragdo da B-amilase, o pd desidratado e desengordurado das sementes foi

suspenso em tampao TRIS-HCI, 50 Mm, contendo EDTA 1 mM e, entdo, centrifugado a
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2005).

Para reagdo enzimatica foram usados 60 pL de extrato enzimatico, 40 uL de tampéo
acetato de sodio 0,5 M, pH 6,0 e 100 pL de solugdo de amido soluvel 0,5 %, incubando-se a
37 °C por 30 minutos (CARVALHO, 1998). Usou-se como padrdo D-glicose para a-amilase
e D-maltose para B-amilase. Depois, foram determinados os grupos reduzidos de agucar de
acordo com o método descrito por Nelson (1944) modificado por Somogyi (1952). A

atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de

acucar redutor por minuto nas condi¢6es de ensaio.

3.9.6 Determinacédo da Atividade de Proteases

A enzima foi extraida pela homogeneizacdo do p6 desidratado e desengordurado das
sementes com tampao fosfato de soédio pH 7,6 conforme Ainouz et al. (1994). A atividade
proteolitica foi determinada usando-se como substrato solucéo de caseina a 1 % (pH 7,6). Em
1000 pL de substrato foi acrescentado 1000 pL de solucdo enzimética e incubados a 40°C por
30 minutos. Esta reacdo foi interrompida pela adi¢do de 2 mL de &cido tricloroacético 0,4 M e
depois filtrada em papel de filtro Whatman n° 40 (MACEDO et al., 2005). Do filtrado foi
determinada a producdo de aminoacidos conforme método de Lowry (1951). Usou-se tirosina

como padrdo. A atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 umol de amino&cidos por minuto nas condi¢des de ensaio.
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A enzima foi extraida do p6 desidratado e desengordurado das sementes utilizando-se
tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,0, homogeneizando-se em multiprocessador. Depois, 0 extrato foi
centrifugado a 10000 rpm e o sobrenadante foi usado para determinar a atividade de
polifenoloxidase. O meio reacional para determinar a atividade de polifenoloxidase foi
constituido de: 1,2 mL de catecol 0,4% em tampéao fosfato 0,05 M, pH 6,0; 1,7 mL de tampéo
fosfato 0,05 M, pH 6,0; e 0,1 mL de extrato enzimatico. A atividade foi medida a 420 nm
contra branco contendo 2,9 mL de tampédo fosfato 0,05 M, pH 6,0 e 0,1 mL de extrato
enzimatico. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
que causar um aumento de 0,001 de absorbancia por minuto por grama de amostra nas

condicdes de ensaio (OKTAY et al., 1995).

3.9.8 Determinagéo da Atividade da Peroxidase


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended. 57
Thank you for using
t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to

Unlimited Pages

A enzima foi extraida do pd desidratado e desengordurado das sementes das sementes
utilizando-se tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,0, homogeneizando-se em liquidificador. Depois, 0
extrato foi centrifugado a 10000 rpm e o sobrenadante foi usado como fonte de enzima. O
meio reacional para determinar a atividade de peroxidase foi constituida de: 1,5 mL de
solugéo guaiacol 1 % em tampdo fosfato 0,05 M, pH 6,0; 1,2 mL de tampé&o fosfato 0,05 M,
pH 6,0; 0,4 mL de H,0, 0,33% em tampao fosfato 0,005 M, pH 6,0; e 0,1 mL de extrato
enzimatico. A atividade foi determinada a 470 nm contra branco contendo 1,5 mL de guaiacol
1 %; 1,6 mL de tampéo fosfato 0,05 M, pH 6,0; e 0,1 mL de extrato enzimatico. Uma unidade
de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que causar um aumento de
0,001 de absorbancia por minuto por grama de amostra nas condi¢cdes de ensaio (KHAN;

ROBINSON, 1994).

3.9.9 Determinacédo da Atividade de Lipase

O po desidratado e desengordurado das sementes (0,3g) foi suspenso em 50 mL de
tampdo fosfato (0,05 M, pH 8,0), misturando por 45 minutos, e o material insolivel foi
removido por centrifugacdo a 11000 rpm por 30 minutos. A proteina foi precipitada com
sulfato de ambnio 48 % a 4 °C com agitacdo por 30 minutos e centrifugado a 5000 rpm, sendo
0 precipitado foi dissolvido em um 5,0 mL de tamp&o fosfato. Para a reacdo foi utilizado
como substrato 1000 mg de azeite de oliva, 5,0 mL de tampdo acetato de sédio, pH 5,6 € 1,0
mL do extrato enzimico. Incubou-se a 40 °C sob agitacdo por 1 hora. A reagdo foi
interrompida adicionando-se 20 mL de solugdo 1:1 de etanol/acetona. Os &cidos graxos

formados foram determinados por titulagdo com KOH 0,1 M. Usou-se como padrdo acido
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\ atividade enzimatica foi definida como a quantidade de

enzima capaz de liberar 1 umol de &cido graxo por minuto nas condi¢@es de ensaio.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 5: mudancas na coloragdo das sementes de cupuagu durante a fermentag&o.
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Ndo ha relatos de que o processo que ocorre no cacau resultando em seu
escurecimento seja 0 mesmo para as sementes de cupuacu. Segundo Kuskoski et al. (2006) a
polpa de cupuacu ndo contém antocianidinas. Aragdo (1991) verificou uma reducdo das
formas monoméricas dos compostos fenolicos na testa durante a fermentacao das sementes de
cupuagu, indicando reagdes de hidroxilacdo de monofendis para o-difendis e subsequente
oxidacdo destes a quinonas. Foram determinadas as presencas de (+)-catequinas e (+)-
epicatequinas em sementes de cupuagu, além de outros compostos flavondides, dentre estes
compostos flavondides glicosideos (YANG et al., 2003). Portanto, a reacdo de escurecimento

das sementes de cupuagu pode ser similar a de cacau.

5.1 Variacao da temperatura durante a fermentacdo das sementes de cupuagu.

Durante o processo fermentativo das sementes, ha elevacdo da temperatura devido ao

trabalho metabdlico da microbiota presente no meio fermentativo sobre os agucares e acidos
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presentes na propria semente (NAZARE et al., 1990). O calor desprendido deve-se a oxidagio
do etanol a 4cido acético e a conversdo desse acido a dioxido de carbono e agua (PASSOS et
al., 1984; LOPEZ, 1991; SAMAH et al, 1993).

Segundo Varnam; Sutherland (1997), a elevagdo da temperatura exerce efeitos
diferenciais na atividade das enzimas de cacau. O grafico 1 apresenta o perfil das médias das
temperaturas das sementes de cupuacu durante o processo fermentativo. A fermentacdo
iniciou-se com a temperatura de 33,6 °C, atingindo, apds 72 h, a temperatura maxima de 46,7
°C e finalizando com 34,7°C em 168 h. O grau e o tempo de aerac¢do das sementes estimulam
as reacOes exotérmicas devido ao aumento da microbiota aerdbica (PASSOS et al., 1984;
SAMAH et al., 1993), isso explica o aumento acentuado da temperatura com 72 h de
fermentacdo, ja que o primeiro revolvimento das sementes em fermentacdo foi realizado com

48 h.

P L =
H
-
—

-5

ith 24 45 h 72 h Ly 120h  144h 168k

Tempao e Fermentagsio (h)

Gréfico 1: Perfil da temperatura durante os diferentes estagios de fermentacdo das
sementes de cupuagu.

Nazaré et al. (1990) observaram aumento de temperatura, que ficaram proximas a 48

°C, até o quarto dia de fermentagdo, com posterior diminui¢do até atingir a temperatura
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final da fermentacéo.

Aragdo (1992) realizou a fermentacdo de sementes de cupuagu em caixas de madeira
medindo 40 x 40 x 60 cm, com frestas de 0,5cm de largura, por 7 dias. O processo, com
sementes frescas, iniciou-se a 29°C, atingindo o pico de temperatura de 40°C, em média, apos
48h.

Vasconcelos (1999) fermentou sementes de cupuagu durante 7 dias, em caixas de
madeira com trés compartimentos construida de acordo com Grimaldi (1978) e com
capacidade de 153 Kg. O processo comecgou a 32 °C e a temperatura maxima foi de 48 °C,
apos 72 h, havendo reducgdo da temperatura para 43 a 45 °C nos dias posteriores. Usando esse
mesmo tipo de caixa de fermentagéo, Lopes et al. (2003) e Cohen; Jackix (2004) observaram
a temperatura maxima de 49 °C ap6s 72 h do inicio do processo fermentativo e temperatura
final em torno de 35 °C em ambos, nas 168 h de fermentacao.

Oliveira (2001) realizou o processo fermentativo de sementes de cupuagu em caixa da
madeira 40 x 40 x 60 cm, iguais as utilizadas neste experimento, usando a mesma
metodologia, porém a temperatura maxima de 41°C foi alcancada ap6s 96 h do inicio do

processo, diferindo do resultado encontrado neste estudo.

5.2 Variacdo do pH durante a fermentacéao das sementes de cupuacu.

Durante a fermentacdo de sementes de cacau, a testa torna-se permeavel a muitas
substancias de baixo peso molecular e o alcool, acido acético, bem como outros metabdlitos
sdo absorvidos pelas sementes, junto com a &gua, durante a fermentacdo (LOPEZ, 1981). As

leveduras e as bactérias laticas metabolizam o &cido citrico da polpa, resultando na sua
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dissociam menos (OSTOVAR; KEENEY, 1973; SAMAH et al., 1993).

Dentre as diversas reagdes que ocorrem na fermentagdo do cacau é a acidificacdo que
tem maior efeito sobre a qualidade. Os cotilédones absorvem o acido acético e se o fazem em
excesso o0 produto final adquirird um carater &cido ndo desejado. Concentragdes moderadas do
acido acético e também do latico tém um papel positivo para determinar a qualidade, porque
em condi¢cBes que favorecem a reducdo da acidez levara a obter um produto de baixa
qualidade (VARNAM; SUTHERLAND, 1997).

Na polpa do cupuagu os teores de &cido citrico, acético e latico variam no decorrer da
fermentacdo. Segundo Vasconcelos (1999), a concentragdo de 4&cido citrico diminuiu
linearmente, passando de 0,43 % para 0,11 %, em base seca, ao final do processo
fermentativo. O contetdo de acido acético sofreu variagcfes aumentando 1,2% do tempo zero
até 144 h, mas, ao final da fermentacdo, 168 h, ndo apresentou valores muito superiores ao do
inicio e término do processo, 0,1 % e 0,17 %, respectivamente. O teor de &cido latico
aumentou de 0,2% para 0,46 % do tempo zero até 168 h. Essas mudangas nas concentracdes
dos é&cidos contidos na massa fermentativa, obviamente, resultam em variacdes de pH e
acidez.

Os valores médios do pH em cada intervalo de tempo estdo apresentados
no grafico 2. Verificou-se aumento crescente de pH até o final do processo fermentativo,

inic ; 1 603 632

0 I I I I I I I 1
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

Tempo de Fermentacao (h)

Gréfico 2: Perfil de pH durante os diferentes estagios de fermentacdo de sementes de
cupuagu.
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Aragédo (1992) observou aumento linear de pH até o quarto dia de fermentacdo das
sementes de cupuacu, variando de 3,5 para 6,9, com estabilizacdo nos dias posteriores.
Oliveira (2001) também constatou aumento do pH em funcdo do tempo de fermentacdo,
atingindo pH méaximo de 6,02.

Para fermentacdo do cacau, valores de pH superiores a 5,0 ao final do processo séo
indicativos de boa fermentagdo (ROHAN, 1964; OSTOVAR; KEENEY, 1973; SAMAH et
al., 1993). Portanto, comparando-se com a fermentacdo do cacau, o pH final das sementes de
cupuacu atingiu essa faixa adequada. A atividade proteolitica das enzimas se reduz se o pH
das sementes cair abaixo de 5,0. Tudo isso ocasiona 0 ndo desenvolvimento do sabor e aroma
peculiar do cacau (VARNAM; SUTHERLAND, 1997).

Reisdorff et al., 2004, relataram que o cotilédone do cacau deve ser acidificado a
valores de pH entre 5 e 5,5, durante a fermentacéo, para garantir a formagéo satisfatoria de
precursores do aroma de chocolate. Observando experimentos “in vitro” com fermentacéo de
sementes de cupuagu, concluiram que o pH do cotilédone deverd estar na faixa de 4,5 a 5,0
para desencadear a agao de enzimas proteoliticas.

O pH intracelular das sementes de cacau desce de 6,5 até 4,2, o que obviamente tem
grandes efeitos sobre os componentes intracelulares. Quando o acido acético entra na célula
ha perda de compartimentacdo intracelular com conseqliente interagdo entre enzimas,

substratos, inibidores e moléculas reativas. A ruptura das células e a perda da integridade das
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tividade de algumas vias metabdlicas. A varia¢do do pH

exerce um efeito diferente sobre a atividade enzimatica, ativando algumas enzimas e inibindo

outras (VARNAM; SUTHERLAND, 1997).

5.3 Variacdo da acidez titulavel durante a fermentacdo das sementes de cupuacu.

O comportamento da acidez durante o processo fermentativo é apresentado no grafico

3. Observou-se diminuicdo da acidez inicial de 17,29 para 4,89 meq de NaOH/100g da

amostra seca das sementes de cupuagu ao término da fermentacao. A partir dos gréficos 2 e 3

pode-se verificar que o perfil do pH e o da acidez apresentaram comportamento inverso.

L] ﬁ |y
a 20,00 1 1209
g 16 00 o
E} % 12.00 4
N
ﬁ E a2.00 o
i m

H 400 1

(b (i T

e

0 24-h

48h T72h  96h 120h 144h 168h

Tempo de Fermentaciio (h)

Gréfico 3: Perfil da acidez titulavel durante os diferentes estagios de fermentacdo das

sementes de cupuagu.

De acordo com Vasconcelos, 1999, na polpa residual de cupuacu aderida a semente, 0s

teores de acido citrico, acético e Iatico variam no decorrer da fermentacdo. A concentracao de

acido citrico diminuiu linearmente, passando de 0,43 % para 0,11 % em base seca, durante a
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lacu. Os conteudos de &cido latico e acético tambem

variaram durante processo fermentativo, passando o primeiro de 0,2 % no tempo zero para
0,46 %, em base seca, nas 168 h de fermentacdo, e o segundo de 0,1 % para 0,17 % no mesmo
periodo. O &cido acético atingiu concentragdo maxima nas 72 h de fermentagédo (1,57 % em
base seca). O acido citrico é predominante na polpa e mais dissociavel que os acidos acético e
latico, portanto, o declinio linear deste acido ocasiona decréscimo da acidez e consequente
aumento do pH.

Aragdo (1992) constatou reducgdo linear e acentuada da acidez até o quinto dia de
fermentacdo das sementes de cupuacu e, de forma mais lenta, nos dias subsequentes, enquanto
que neste estudo o decréscimo da acidez foi mais sutil a partir de 120 h de fermentag&o.
Oliveira (2001) também observou diminuicdo da acidez ao final do processo fermentativo,
variando de 13,57, no tempo zero, para 6,79 meq de NaOH/100g de amostra seca nas 168h de

fermentacéo, alcangando acidez menor do que o encontrado neste experimento.

5.4 Atividade das Enzimas Durante a Fermentacao das Sementes de cupuacgu

5.4.1 Atividade de Celulase

A celulase apresentou atividade durante todo o processo fermentativo. A atividade

Allel R¥=0.194 |02 para 1,61
.c":I T — x
Ulg de g 5 P=0.271 45 declinio da
g 'l‘.ﬁ--'I T =] 1.61- & 55
i i F .34 ] ; 5
ativida g | 1 i emente  seca),
f 120 ——
perman g I o 1.02 1.21 ® o
E" 080 4 1.02 0,03
E a 040
ﬂ ﬂ.m ] L] I I I L] !
0 24 48 72 120 144 168
Tempo (h)

Gerdfico 4: Corrglagio entre atividade da celulase ¢ tempo de fermentagdo das sementes de cupuagu
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N&o h& diminuicéo significativa de atividade nas 72 h de fermentacgdo, quando ocorre a
temperatura maxima no processo fermentativo. O grafico 5 mostra que ndo houve correlacéo

entre as variacOes de atividade de celulase com a temperatura (p = 0,255).

R? = 0,2059
2,00 - P =0,255

1,60 - A A
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(U/g de semente seca)
>

R?=0,2806
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2,00 -

150 - © entagdo das
1,00 - O\S\O\%‘o

0,50 7 le pH e acidez

Atividade de Celulase
(U/g de semente seca)

0,00 !
como

pH

Gréfico 6: Correlacdo entre atividade da celulase e pH durante a fermentagdo das sementes de
cupuagu.
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Grafico 7: Correlagdo entre atividade de celulase e acidez durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.

Aragdo (1992) constatou reducéo significativa na concentracdo de fibras na testa das
sementes indicando a acdo enzimatica na testa, porém ndo evidenciou diferencas
significativas no teor de fibras nas sementes. A testa protege o cotilédone de microrganismos
durante a fermentacgdo, e ndo ha evidéncias que enzimas microbianas sejam transportadas para

dentro do cotilédone, porém alguns metabolitos como sorbose, manitol e inositol aparecem
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hidrélise dos polissacarideos da polpa (REINECCIUS et al., 1972; LOPEZ 1986; LOPEZ et
al., 1987).

Vasconcelos (1999) constatou um teor de fibra de 7,43 % nas sementes de cupuagu
ndo-fermentadas e de 5,46 % em sementes apds fermentacdo, mostrando que o0 processo
fermentativo reduziu o teor de fibras totais. A alteragdo do contelido de fibra no cotilédone
ocorre, portanto, devido a presenca de enzimas celuloliticas nas sementes de cupuacgu aqui
evidenciados. Também foi verificada a presenga de celulases em sementes de cacau néo-
fermentadas quanto nas germinadas e sob fermentacdo em baixas concentracdes (HOLDEN,

1959).

5.4.2 Atividade de Poligalacturonase

A presenga de &cido D-galacturénico nas sementes de cupuacu foi confirmada por
Yang et al. (2003). Holden (1959) constatou a presenca de poligalacturonase em fermentagdes
com sementes de cacau, detectando baixos niveis nas sementes frescas e nas 24 h de
fermentacdo e nenhuma atividade apos esse periodo. Neste estudo com sementes de cupuagu a
poligalacturonase mostrou-se ativa durante todo o processo fermentativo.

Observando-se o gréafico 8 verifica-se que ha correlagdo entre a atividade de
poligalacturonase e o tempo de fermentacdo (p = 0,001). A poligalacturonase atingiu
atividade maxima nas 48 h de fermentagédo com 1,72 U/g de semente seca, sendo 10,25 % a
mais da atividade inicial (1,56 U/g de semente seca). A partir das 72 h de fermentacédo
iniciou-se o declinio da atividade atingindo 0,55 U/g de semente seca ao final do processo

fermentativo, correspondendo 35,25% da atividade no tempo zero (Gréfico 8).
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Gréfico 9: Correlagdo entre atividade da poligalacturonase e temperatura durante a fermentacdo das
sementes de cupuacu.
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Conforme observa-se nos gréaficos 10 e 11 houve correlacdo entre a atividade de

poligalacturonase com o pH (p = 0,0008) e a acidez (p = 0,007).

R?=0,8652
2,00 -
) p = 0,0008
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Gréfico 11: Correlacdo entre atividade poligalacturonase e acidez durante a fermentacao das
sementes de cupuagul.
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5.4.3 Atividade de Pectinesterase

As sementes de cupuagu apresentaram atividade da pectinesterase, porém houve pouca
variacdo da atividade durante todas as etapas do processo fermentativo, ficando em torno de
62 U/g de semente seca (Grafico 12).

A maior atividade da pectinesterase foi constatada nas 72 h de fermentacéo (62,49 U/g
de semente seca). Observando-se o gréafico 12 verifica-se que ndo ha correlagdo entre o tempo

de fermentacéo e a atividade enzimética (p = 0,516).

2
. R*=0,0731
62,6 62,49
() <& —
% ~—~ 62,4 1 p B 0’516
s ©
s 9 62,20
8 » 62,2 5 o
E= 62,04
25 620 - 2 61,91
T8 61,85 ¢ 61,85
o

S0 6187 | 61,83
o3 :
©
S22 616 6157
s
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Gréfico 12: Correlagdo entre atividade de pectinesterase e tempo de fermentagdo das
sementes de cupuagu.
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O comportamento da pectinesterase com relacdo ao tempo de fermentacdo foi

diferente do encontrado por Holden (1959) ao pesquisar pectinesterases em sementes de

cacau, que constatou atividade desta enzima até o terceiro dia de fermentagéo.

Conforme observa-se no grafico 13 que houve correlacdo entre a atividade de

pectinesterase com a temperatura (p = 0,0119), verificando-se que a atividade maxima de

pectinesterase ocorreu as 72 h, periodo em que o processo fermentativo atingiu a maxima de

temperatura.

626 -
62,4 4
62,2 -
62,0 -
61,8 -
616 1
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Grafico 13: Correlagio entre atividade da pectinesterase ¢ temperatura durante a fermentagio das

sementes de cupuagu.
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Observando-se os graficos 14 e 15 constata-se que ndo houve correlagcdo entre

atividade de pectinesterase com pH e acidez (p = 0,317 e p = 0,671, respectivamente).
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Grafico 14: Correlagdo entre atividade da pectinesterase ¢ pH durante a fermentacio das
sementes de cupuagu.
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Gréfico 15: Correlacdo entre atividade da pectinesterase e acidez durante a fermentagéo das
sementes de cupuacu.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended. 74
B 3 CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.
Click Here to upg
Unlimited Pages ¢

5.4.4 Atividade de Invertase

Durante a fermentagdo das sementes de cupuagu, Vasconcelos (1999) constatou a
diminuicdo no teor de sacarose no cotilédone durante a fermentacdo com simultaneo aumento
de glicose e frutose, sugerindo a presenca de invertase. A sacarose foi o agucar predominante
no tempo zero até 24 h de fermentacdo, sendo que a frutose foi o agucar predominante a partir
das 48 h até o final da fermentagdo e secagem. A maior concentracéo de glicose foi com 72 h
de fermentacéo.

A glicose e frutose formadas juntamente com aminoacidos e peptideos formam
compostos caracteristicos do chocolate durante a torrefagdo devido a reagdo de Maillard
(HANSEN et al. 1998; REISDORFF et al., 2004). Vasconcelos (1999) observou que ap0s as
sementes de cupuagu serem torradas houve diminuicdo dos agucares redutores e também dos
acucares totais. Portanto, a acdo da invertase € importante para a formacdo do flavor e sua
presencga durante todas as etapas de fermentacéo é fundamental.

A invertase apresentou atividade durante todo o processo de fermentativo, sendo que a
atividade enzimatica no tempo zero foi de 2,47 e finalizando as 168 h de fermentagdo com
2,75 U/g de semente seca. Observando-se o grafico 16 verifica-se que houve maior atividade
as 72 h de fermentacdo, atingindo 3,76 U/g de semente seca, sendo 52,22 % a mais da
atividade inicial, porém pode-se constatar que ndo houve correlagcdo entre o tempo e a

atividade da invertase (p = 0,874).
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Gréfico 16: Correlagdo entre atividade da invertase e o tempo de fermentagdo das
sementes de cupuagu

A atividade total de invertase no cotilédone de cacau no experimento de Hansen et al.

(1998) foi baixa, 0,037 U/g de semente de seca, no tempo zero, ndo sendo mais detectada a

partir do segundo dia de fermentacdo. Portanto, esta enzima demonstrou maior atividade nas

sementes de cupuagu.

A maior atividade desta enzima ocorreu quando a temperatura atingiu a maxima de

46,7 °C as 72 h de fermentacdo. O grafico 17 demonstra a atividade da invertase com relacdo

a temperatura, pode-se ver que houve correlagéo entre ambas (p = 0,0305).
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Gréfico 17: correlacdo entre atividade da invertase e temperatura durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.

Observando-se os gréaficos 18 e 19 verifica-se que ndo houve correlagdo entre
atividade de invertase, pH e acidez, (p = 0,631 e p = 0,899, respectivamente), durante o0s
diversos estdgios de fermentacdo. Porém, a maior atividade desta enzima foi observada em pH
de 4,6, similar ao que foi encontrado no estudo das enzimas de fermentacéo de sementes de
cacau por Hansen et al. (1998) que verificaram que o pH étimo de atividade da invertase em

cotilédone de cacau é em pH 4,5.
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Grafico 18: Correlagio entre atividade de invertase ¢ pH durante a fermentacdo das sementes
de cupuagu.
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Grafico 19: Correlagdo entre atividade de invertase e acidez durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.

77


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Unlimited Pages an

Your complimentary

ps use period has ended. 78
Thank you for using
t CO m p I ete PDF Complete.

5.9.5 Atividade de Amilases

A a- amilase apresentou atividade até as 72 h de fermentacdo, sendo mais ativas ap0s

24 h de fermentacdo, com atividade de 2,97 U/g de semente seca (gréafico 20), sendo 24,78 %

a mais da atividade no tempo zero. Observando-se o grafico 20 pode-se verificar que houve

correlacdo entre a atividade de a-amilase e o tempo de fermentacéo (p = 0,002).
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Gréfico 20: Correlacdo entre atividade de o-amilase e o tempo de fermentagdo das
sementes de cupuagu.

Nas 72 h de fermentacédo foi o periodo em que ocorreu a maxima de temperatura (46,7

°C), havendo grande diminuigdo da atividade enzimatica. Porém, observando-se o grafico 21

verifica-se que ndo houve correlacdo entre atividade de a-amilase e temperatura (p = 0,197).
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Gréfico 21: Correlacdo entre atividade de o-amilase e temperatura durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.

Holden (1959) constatou a presenca de amilases em fermentagGes com sementes de
cacau ao realizar fermentacbes em caixas e em montdes por quatro dias, observando
decréscimo constante durante este periodo nos dois tipos de fermentacdo. Nas fermentagdes
realizadas por este autor a temperatura das sementes durante o processo fermentativo em
montdes estd sempre acima de 40 °C alcancando algumas vezes +50 °C, nestas fermentagdes
houve maior perda de amilases do que nas fermentagdes em caixa que iniciou a 36 °C e
terminou com 48 °C sendo este 0 maximo de temperatura, portanto as amilases em sementes
de cacau parecem reduzir devido ao aumento da temperatura durante o processo fermentativo.

Pode-se verificar que a atividade de a-amilase apresentou correlacdo com as variagoes
de pH (p = 0,0132) e acidez (p = 0,00115) conforme se observam nos graficos 22 e 23,
respectivamente. Durante a méaxima atividade de o-amilase encontrava-se o pH em 4,21 e a

acidez em 14,87 mEqg de NaOH/100 g de semente seca.
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Gréfico 22: Correlagdo entre atividade de a-amilase e pH durante a fermentacéo das sementes

de cupuagu.
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Grafico 23: Correlagdo entre atividade de a-amilase e acidez durante a fermentacdo das

sementes de cupuagu.
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tiva durante toda fermentacdo, porém sua atividade

encontrou-se bastante reduzida ao final do processo fermentativo, passando de 23,9 no tempo

zero para 1,27 U/g de semente seca (Grafico 24), representando um pouco mais que 5% da

atividade inicial. O gréfico 24 demonstra que houve correlacdo entre atividade de B-amilase e

tempo de fermentacédo (p = 0,0149).

40,0 ¢ 39,7

30,0 1

20,0

10,0

Atividade de beta-amilase
(U/g de semente seca)

R®=0,6543
p =0,0149

0,0

Tempo (h)

Grafico 24: Correlacdo entre atividade de B-amilase e tempo de fermentagdo das

sementes de cupuagu.

Observando-se o grafico 24 pode-se ver que nas 72 h de fermentacdo houve

diminuicdo significativa da atividade de p-amilase, periodo em que se tem a maior

temperatura do processo fermentativo (46,7 °C), porém, ndo houve correlacdo entre a

temperatura e a atividade de B-amilase (Gréfico 25).
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Gréfico 25: Correlagdo entre atividade de p-amilase e temperatura durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.

Observando-se os graficos 26 e 27 pode-se verificar que houve correlagdo entre a
atividade de p-amilase com pH (p = 0,0393) e acidez (p = 0,0118). Durante a méxima

atividade de B-amilase encontrava-se o pH em 4,21 e a acidez em 14,87 mEq de NaOH/100 g

de semente seca.

R2=0,5323
0 p=0,0393
% g 40,0 - o
EIF
30,0 1
X
8§ 200
g E
g 100 -
iF o & O &
D,ﬂ' T T T T T T = 1
0 1 = % 4 B B 7
pH

Gréfico 26: Correlagdo entre atividade de p-amilase e pH durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.
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Gréfico 27: Correlagdo entre atividade de B-amilase e acidez durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.

5.9.6 Atividade de Proteases

As proteases, durante a fermentacdo, atuam sobre as proteinas formando peptideos e
aminoacidos que sdo responsaveis pelo flavor e a acéo parece depender do pH e temperatura
(BIELH, 1961; BIELH; PASSERN, 1982; REISDORFF et al., 2004).

De acordo com Varnam; Sutherland (1997), as enzimas proteoliticas sdo as mais

importantes na formagdo do aroma e sabor, sendo mais ativas na fase anaerObica de

fermentz R?=0,001
—~ 1,00 = :
C % o p=0.935 ativas durante
£ 4 080 0.8 5
todasas © o ° , le fermentacéo
€ 0,71
%—) S 060 - i
082U/ 5 & o 049 Je fermentacdo
o 3 040 {045
(72} 1 ’
houve a § o o 026 © 029 60,27 o 0,271 evidenciada
= 0,20 - ’
correlagi = g’
<= 000 T

0 24 48 72 96 120 144 168
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Gréfico 28: Correlagdo entre atividade de protease e tempo de fermentacdo das
sementes de cupuagu.
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Aragdo (1991) constatou reducdo linear na concentracdo das proteinas das sementes de

cupuagcu, durante a fermentacdo de sementes frescas do tempo zero até 168 h de fermentacéo,

comprovando a atividade proteolitica durante todo o processo fermentativo.

Observando-se o grafico 29, pode-se verificar que ndo houve correlacdo entre

atividade de protease e a temperatura nos diferentes tempos de fermentagéo (p = 0,524).

Atividade de Protease

(U/g de semente seca)

1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -

0,20 -

R®=0,0691
p=0,524

>
>
>
>

0,00
30,0

35,0 40,0 45,0 50,0

Temperatura (°C)

Gréfico 29: Correlagdo entre atividade de protease e temperatura durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.

a

endoprotease aspartica e a carboxipeptidase. A endoprotease tem apresentado atividade 6tima
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5,8 (BYTOF et al, 1995; AMIM et al., 1998; HANSEN et al., 1998; GUILLOTEAU et al.,
2005). Além destas duas proteases, também foi verificada a presenca de aminopeptidase que
exibe pH 6timo em torno de 7,0 (HANSEN et al., 1998).

Reisdorff et al. (2004) detectaram presenca de carboxipeptidase e endopeptidase
aspéartica em sementes de cupuacu ndo fermentadas, congeladas e liofilizadas, constatando
pequena diferenca na atividade destas enzimas quando comparadas com as encontradas no
cacau, estando provavelmente as duas enzimas presentes durante a fermentacdo de sementes
de cupuagu.

Reisdorff et al. (2004) determinaram que nas sementes ndo fermentadas de cupuacu a
atividade de endopeptidase arpartica teve atividade otima em pH 3,45 a 3,55, e a
carboxipeptidase teve atividade méxima ao redor de 5,4, sendo similar ao que tem sido
reportado para sementes de cacau.

No presente experimento, realizado com sementes de cupuagu, podem ser observados
(gréfico 28) dois picos de acdo de proteases, as 24 h e as 120 h, podendo significar a acdo de
dois tipos de enzimas durante a fermentagdo, periodo em que as sementes de cupuagu
encontravam-se com pH 4,21 as 24 h e pH 5,42 as 120 h. Porém, ndo pbde ser constatada

correlacdo entre atividade de protease e pH (p = 0,779) e também com acidez (p = 0,904),

confor R2=0,0134
p=0,779
0,90 1
é 0,80 4 o
0,70 1 a
F #0860 -
8 6 050 - P
g‘ 0,40
g g 0% $ i
0,20 1
i E, 0,10 -
D.m 1 L] ] ] 1] 1 1

pH
Grdfice 3 Comrelagho entre atividade de protease ¢ pH durante a fermentagdio das sementes
de cupuagu.
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Gréfico 31: Correlacdo entre atividade de protease e acidez durante a fermentacdo das
sementes de cupuagu.

Reisdorff et al. (2004) constatou tambeém diferencas qualitativa e quantitativa entre as
globulinas presentes nas sementes de cupuagu e cacau, indicando um menor potencial para
gerar precursores do aroma de chocolate para o cupuagu em relagdo ao cacau. Para minimizar

essa diferenca, sugerem adaptacOes na tecnologia de fermentacdo das sementes, uma vez que
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principalmente apds a torrefacdo das améndoas.

Vasconcelos (1999) determinou os aminoacidos presentes nas sementes de cupuagu
antes, durante e apds o processo fermentativo, encontrando, em ordem decrescente, maiores
valores para &cido aspartico, glutamico, valina, leucina, treonina, alanina, serina, isoleucina e
tirosina. As diferengas nos teores dos aminoécidos nas amostras, em valores absolutos, foram
pequenas.

Pesquisas relatam que os aminoacidos livres contribuem para o sabor das améndoas
torradas de cacau (Vasconcelos, 1999). De acordo com Rohsius et al. (2006), a quantidade de
aminoacidos livres nas sementes de cupuagu processadas, quando comparada com sementes
de cacau, é baixa. Portanto, ha necessidade de uma pesquisa mais profunda sobre quais 0s
tipos de proteases que atuam durante a fermentacdo de sementes de cupuagu e, assim, tentar
conduzir a fermentacdo para maior formacdo destes compostos de importancia fundamental

para o desenvolvimento do flavor.

5.9.7 Atividade de Polifenoloxidases

Foram identificados nas sementes de cupuagu nove compostos flavondides
antioxidantes:  (+)-catequina, (+)-epicatequina, isoscutelareina 8-O-B-D-glicoronideo,
Hipolaetina 8-O-B-D-glicoronideo, quercetin 3-O-p-D-glicoronideo, quercetin 3-O-p-D-
glicoronideo 6”-metil éster, quercetin, caempferol e isoscutelareina 8-O-p-D-glicoronedio 6”-
metil éster. Foram identificados também dois compostos flavondides glicosideos sulfatados
(theograndins 1 e 1) (YANG et al., 2003).

A polifenoloxidase mostrou-se ativa durante todas as etapas do processo fermentativo,

havendo maior atividade com 24 h de fermentagdo, apresentando 2173 U/g (tabela 2),
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polifenoloxidase encontrava-se superior a inicial em 6,19 % (1440 U/qg).

PETLAOUD CUD 0800 0 TN

88

atividade inicial. As 168 h de fermentacéo a atividade de

RZ= 00736
2500 - pelSie
& 2173
g 2000 A
¢ o 1636 o 1653
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g‘ 1000 - Jee
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Gréfico 32: correlacdo entre atividade de polifenoloxidase e tempo de fermentagdo das
sementes de cupuagu.

O comportamento desta enzima na fermentagéo realizada com sementes de cupuagu

mostrou-se diferente dos encontrados por Broadbent et al. (1997) que realizou fermentacéo

com sementes de cacau em caixas de madeira e em montdes, obtendo nos dois tipos de

fermentacéo atividade de polifenoloxidase reduzida a zero ao final da fermentacdo. Hansen et

ol
Enconir

COnsect

atividac

pH (p -

FrETLO0 OO P00 DTS
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4 S »
1500 A A& i ——
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(1998), venficaram ntensa imbigdo da  polfencloxidase durante a  fermentagio,

o nos dois dias

Telagio entre a

ra (p = 0,385),

Gréfico 33: Correlacédo entre atividade de polifenoloxidase e temperatura durante a fermentacéo das
sementes de cupuagu.
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Gréfico 35: Correlacdo entre atividade de polifenoloxidase e acidez durante a fermentacédo das
sementes de cupuacu.
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No cacau, a quantidade de compostos polifendlicos, flavondides, taninos, grupo
flavan-3-ol e antocianinas sdo responsaveis pelo gosto adstringente e afeta a digestibilidade
do cacau. Alguns grupos de compostos sollveis sdo de interesse na avaliagdo da adstringéncia
e amargura do cacau (BONVEHI; COLL, 1997). Os fendis oxidados reagem com as proteinas
ou com grupos de aminoacidos, peptideos e polissacarideos que sdo importantes para o flavor
do cacau (BRITO et al., 2002). Portanto, a persisténcia da atividade da polifenoloxidase nas
sementes de cupuagu é conveniente para a formacao do flavor.

Além de estarem envolvidas na formacéo do flavor, as polifenoloxidases contribuem
para o escurecimento das sementes, pois atuam oxidando o-difendis a quinonas. As quinonas
podem complexar-se com taninos de alto peso molecular e formar pigmentos marrons
(HANSEN et al. 1998). Observando-se a figura 5, pode-se notar grande alteracdo na
coloracdo das sementes de cupuagu no periodo de 48 h para as 72 h de fermentacdo,
coincidindo com a etapa de aeracdo que € iniciada com o revolvimento das sementes com 48

h apos o inicio do processo fermentativo.

5.9.8 Atividade de Peroxidase

A peroxidase mostrou-se ativa durante todas as etapas do processo fermentativo,

havendo aumento de atividade nas primeiras 24 h de fermentagdo (29507 U/g), e acréscimo de

quase 27 % em relacéo a atividade inicial (21751 U/g). Nas etapas posteriores houve declinio
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Unlimited Pages a reduzindo cerca de 60 % ao final da fermentacao (12660

U/g). Observando-se o grafico 36, verifica-se que houve correlacdo entre o tempo de

fermentacéo e a atividade de peroxidase (p = 0,0123).
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Grafico 36: Correlagio entre atividade de peroxidase ¢ tempo de fermentacdo das
sementes de cupuagu.

Em experimentos com sementes de cacau, Broadbent et al. (1997) obtiveram reducéo
constante da atividade desta enzima, porém a peroxidase também se mostrou ativa durante
todo o processo fermentativo, tanto em fermentagOes realizadas em caixas de madeira quanto
nas conduzidas em montdes, havendo diminuicdo de quase 50% em relacdo a atividade no
tempo zero.

Sakharov e Ardila (1999) fermentaram sementes de cacau por 4 dias e determinaram a
atividade de peroxidase Utilizando dois substratos: guaiacol e o-fenilenediamina. Com
guaiacol, observaram um aumento da atividade da peroxidase de 5.700 U/g (tempo zero) para
mais de 40.000 U/g nas 72 h de fermentagdo, com reducdo apds este periodo, atingindo cerca

de 20.000 U/g nas 96 h.
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s oxidantes de compostos fendlicos e usam perdxido de

hidrogénio como co-substrato, portanto, a persisténcia da atividade desta enzima pode ser de

interesse na formagéo do flavor do chocolate de cupuagu.

Aragdo (1991) verificou, nas sementes de cupuagu, que o teor de compostos fenolicos

poliméricos decresceu a partir do 3° dia e nos dias subsequentes, atribuindo a provavel acdo

da peroxidase que oxida estes polimeros dando pigmentos de coloragdo escura.

Durante a maxima atividade de peroxidase, nas 24 h de fermentagdo, a temperatura

encontrava-se em 35 °C. Observando-se o gréafico 37, ndo houve correlagdo entre temperatura

e atividade de peroxidase (p = 0,218).

R?*=02392
p=0218

32,0

400

Temperatura (°C)

430 20,0

Gréfico 37: correlacdo entre atividade de peroxidase e temperatura durante a fermentacdo das

sementes de cupuagu.
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Gréfico 38: correlacdo entre atividade de peroxidase e pH durante a fermentacéo das

sementes de cupuagu.
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Gréfico 39: correlacdo entre atividade de peroxidase e acidez durante a fermentacao das
sementes de cupuagu.

5.9.9 Atividade de Lipase

A principal substancia de reserva das sementes de cupuacu é de natureza lipidica,
como nas sementes as lipases atuam sobre glicerol e acidos graxos para formar acucar durante
a germinacgdo é natural que esta enzima esteja presente nas sementes de cupuacu (CUNHA et
al., 1987; HILL; BEEVERS, 1987; SAID; PIETRO, 2004).

A lipase apresentou atividade durante todos os estagios de fermentacdo, havendo
maior atividade enzimatica ap6s 72 h do inicio do processo (0,67 U/g de amostra seca),

apresentando 28,84 % mais a atividade que no tempo zero. A partir das 96 h de fermentacéo
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as 168 h de fermentacdo (0,47 U/g de amostra seca).

Observando-se o grafico 40 pode-se afirmar que ndo houve correlacdo entre a atividade

enzimatica e o tempo de fermentagédo (p = 0,252).
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Grafico 40: Correlagdo entre atividade de lipase e tempo de fermentagdo das
sementes de cupuagu.

Aragdo (1992) verificou o efeito do tempo de fermentacdo no teor de gordura das
sementes e testa de cupuagu e constatou pouca diminuicdo da gordura do cotilédone, sendo
58,86% no tempo zero e 58,22% nas 168 h de fermentacdo, porém na testa a mudanca foi
significativa passando de 9,93% para 6,05%.

Com relagdo a concentracdo de &cidos graxos presentes em gorduras de sementes de
cupuacu ndo fermentadas, Venturieri et al. (1975) encontraram 42,8 % de &cido oléico, 38,3
% de acido estearico e 5,8 % de acido palmitico. Silva (1988) também encontrou em gorduras
de sementes de cupuagu maiores teores de &cido oléico, 43,9 %, e esteérico, 30,8 %, seguidos
dos &cidos araquidico com 11,0 % e palmitico com 7,2 %.

Cohen e Jackix (2004) constataram 57,78 % de gorduras saturadas, 38,15 % de
monoinsaturadas e 2,63 % de polinsaturadas e determinaram a composicdo de acidos graxos

presentes na gordura de sementes de cupuagu fermentadas encontrando teor de &cido estearico
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palmitico com 11,22 %, apresentando, portanto maior concentracdo do que foi detectado em
gordura de sementes ndo-fermentadas.

Segundo Carvalho et al. (2005) as sementes de cupuagu frescas tém um teor de
lipideos de 64,85 %, reduzindo ap6s fermentagdo com 53,60 %, e verificou também sementes
fermentadas e torradas que tiveram o contelddo lipidico de 53,73 %, portanto ndo diferiu
muito das sementes fermentadas.

Essas diferencas na composicdo lipidica das sementes de cupuagu frescas e apos a
fermentacdo podem ter sido ocasionadas pela a¢do da lipase.

A maior atividade de lipase, nas 72 h de fermentacdo, foi quando a temperatura de
fermentacdo atingiu a méxima de 46,7 °C, porém, observando-se o grafico 41 ndo se pode

afirmar que ha correlacéo entre atividade de lipase e temperatura (p = 0,0678).

R =0,4441
o ® 080 p=0,0678
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o v |
2 2 0,60 L A
— = A
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Grafico 41: Correlagdo entre a atividade de lipase e temperatura durante a fermentagao das
sementes de cupuagu.
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Observando-se os gréaficos 42 e 43 verifica-se que ndo houve correlacdo entre a

atividade de lipase e pH (p = 0,128) e acidez (p = 0,386), respectivamente.
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Gréfico 42: Correlagdo entre atividade de lipase e pH durante a fermentagdo das

sementes de cupuagu.

0.80 -
0,70 4
Q.80 -
0,50 A
0,40 -
0,30 -
0.20 A
0,10 4
0,00

PrCTSO0 QU oS
T 08 05 03 Boou—

RZ=0,1352
p=0,386

00

5.0 10,0 15,0 20,0

Acidez (mEq de NaOHM00 g de semente seca)

Grafice 43 Correlagio entre atividade de lipase ¢ acidez durante a fermentagho das

sementes de cupuagu.
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CONCLUSAO

e A temperatura média maxima das sementes de cupuacu foi de 46,7 °C com 72 h de
fermentacdo.

e As médias de pH e a acidez tituldvel foram inversamente proporcionais, tendo a média
do pH variado de 3,92 no tempo zero para 6,32 nas 168 h de fermentacdo e a média da
acidez variado de 17,29 para 4,89 meq de NaOH/100 g de semente seca.

e Todas as enzimas, com excecdo das proteases, apresentaram maxima atividade

enzimatica nas primeiras 72 horas do inicio do processo fermentativo, coincidindo
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pH de 4,2 a 4,6.

e Verificou-se que ha correlacdo entre as atividades enzimaticas da alfa-amilase, beta-
amilase, peroxidase e poligalacturonase, com o tempo de fermentacéo, e, também com
os valores de pH e acidez medidos durante os 7 dias fermentacdo das sementes de
cupuacu. A temperatura ndo exerceu nenhuma influéncia na atividade dessas enzimas.

e A invertase e pectniesterase sofreram influéncia, somente, da temperatura de
fermentacdo; os demais pardmetros ndo exerceram nenhum efeito na atividade
enzimatica dessas enzimas.

e O tempo de incubacéo e os valores de pH, temperatura e acidez medidos durante as
168 horas de fermentacdo das sementes de cupuagu ndo influenciaram estatisticamente

a atividade enzimatica da celulase, lipase, polifenoloxidase e proteases.
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