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RESUMO

O cupuacu (Theobroma grandiflorum) é o fruto, tipico da Regido Norte do Brasil, oriundo da
arvore, pré-colombiana, que € conhecida como cupuaguzeiro, cupuagueiro ou cupu.
(Vasconcelos et al, 1975; Smiderle et al., 2019). Em virtude do crescimento da demanda da
polpa do fruto de cupuagu (Theobroma grandiflorum), a indUstria de alimentos tem buscado
diversas formas para 0 aproveitamento de suas sementes, que sao ricas em gorduras e proteinas
(Cohen et al., 2005); dentre as possibilidades tem-se o cupulate que é o beneficiamento das
améndoas do cupuacu. O acai apresenta também uma grande quantidade de variados compostos
fenolicos em alta concentragcdo, assim como a pinha que além destes compostos possuli
tocoferois, acido ascorbico (Yamaguchi et al., 2015; Vasco, Ruales, Kamal-Eldin, 2008). A
fermentacdo da améndoa do cupuacu tem papel fundamental na formacéo dos precursores de
sabor do cupulate, portanto, neste estudo, foram realizadas duas fermenta¢fes com o objetivo
de comparar as duas entre si. A fermentacdo controle (FC) composta apenas por améndoa e
polpa de cupuacu e ja a outra Fermentacdo (FII), tinha adicdo de polpa de acai e pinha na sua
massa fermentativa. Neste presente trabalho foram avaliadas e comparados os parametros
fermentativos de ambas as fermentac6es (FC e FII); foram elaborados cupulates ao leite e 50%
de ambas as fermentacdes; foram analisados qualitativamente os metabdlitos secundarios,
foram analisados compostos fendlicos através do método Folin-Ciocalteu, capacidade
antioxidantes através do radical ABTS™; foi determinada a quantidade de hidroximetilfurfural;
e também foi feita analise microbioldgica tanto nas améndoas fermentadas secas e torradas e
nos cupulates ao leite e 50%, dos dois processos fermentativos. Onde a FIl teve o pico
fermentativo no 4° dia e teve seu término no 6° dia, ja a FC teve apenas no 5° dia e terminou
com 8 dias de fermentacdo. Na analise de Compostos fendlicos a amostra ALS, da FC, obteve
0 menor resultado (531,47 mEQ@/100g amostra) e a SAF teve o maior resultado (2512,95
mEqg/100g amostra), da FIl. Na andlise da avaliacdo da Capacidade Antioxidante o
comportamento foi 0 mesmo sendo o valor minimo 8,62 uMTrolox/gAmostra (ALS da FC) e
0 méximo 165,8 uMTrolox/gAmostra (SAF da FII). Referente ao HMF o resultado ma“ximo
obtido foi de 53,11 mg/Kg na amostra TS da FC e o minimo foi de 5,61 mg/Kg da amostra da
FIl. Portanto, pode-se concluir, através destes resultados, pode-se averiguar que a fermentacéo
com adicdo de polpa de cupuacu, acai e pinha, obteve resultados superiores, quando comparada
a fermentacdo controle, tratando-se do processo de beneficiamento das améndoas, quantidade
de compostos bioativos.

Palavras-chave:  fermentacdo, cupuacu, cupulate, compostos fenolicos, capacidade
antioxidante



ABSTRACT

Cupuagu (Theobroma grandiflorum) is the fruit, typical of the Northern Region of Brazil,
originating from the pre-Columbian tree, which is known as cupuaguzeiro, cupuagueiro or cupu.
(Vasconcelos et al, 1975; Smiderle et al., 2019). Due to the growing demand for cupuacu
(Theobroma grandiflorum) fruit pulp, the food industry has sought different ways to use its
seeds, which are rich in fats and proteins (Cohen et al., 2005); Among the possibilities is
cupulate, which is the processing of cupuagu almonds. Acai also has a large amount of various
phenolic compounds in high concentration, as does custard apple, which in addition to these
compounds has tocopherols and ascorbic acid (Yamaguchi et al., 2015; Vasco, Ruales, Kamal-
Eldin, 2008). Cupuacu almond fermentation plays a fundamental role in the formation of
cupulate flavor precursors, therefore, in this study, two fermentations were carried out with the
aim of comparing the two with each other. The control fermentation (FC) consisted only of
almonds and cupuacu pulp and the other fermentation (FII) had the addition of acai pulp and
pine cones in its fermentation mass. In this present work, the fermentative parameters of both
fermentations (FC and FII) were evaluated and compared; cupulates were made using milk and
50% of both fermentations; secondary metabolites were qualitatively analyzed, phenolic
compounds were analyzed using the Folin-Ciocalteu method, antioxidant capacity through the
ABTS.+ radical; the amount of hydroxymethylfurfural was determined; and microbiological
analysis was also carried out on both the dry and roasted fermented almonds and the milk
cupulates and 50% of the two fermentative processes. Where Fll had its fermentation peak on
the 4th day and ended on the 6th day, FC only had it on the 5th day and ended with 8 days of
fermentation. In the analysis of phenolic compounds, the ALS sample, from FC, obtained the
lowest result (531.47 mEqg/100g sample) and SAF had the highest result (2512.95 mEqg/100g
sample), from Fll. Regarding HMF, the maximum result obtained was 53.11 mg/Kg in the TS

sample from FC and the minimum was 5.61 mg/Kg from the FIl sample. Therefore, it can be



concluded, through these results, it can be seen that fermentation with the addition of cupuacu
pulp, acai and pine cone, obtained superior results, when compared to control fermentation, in
the case of the almond processing process, quantity of bioactive compounds.

Keywords: fermentation, cupuacu, cupulate, phenolic compounds, antioxidant capacity
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1. INTRODUCAO

O cupuacu (Theobroma grandiflorum) é o fruto, tipico da Regido Norte do Brasil,
encontrada principalmente nos estados do Para, Amapa e Amazonas, oriundo da arvore, pré-
colombiana, que é conhecida como cupuaguzeiro, cupuagueiro ou cupu. (Vasconcelos et al,
1975; Smiderle et al., 2019). Dentre as frutas regionais da Amazonia, 0 cupuagu destaca-se
como uma das mais apreciadas e consequentemente muito consumida pelos habitantes desta
regido (De Nazaré, Barbosa & Viégas, 1990). A polpa do fruto € muito usada na preparacéo de
sucos, geleias, polpa enlatada, bombons, refrescos e entre outras formulagdes culinérias, por
possui sabor e aroma caracteristicos. (Bastos, 2002; Smiderle et al., 2019)

Em virtude do crescimento da demanda da polpa do fruto de cupuacu (Theobroma
grandiflorum), a industria de alimentos tem buscado diversas formas para o aproveitamento de
suas sementes, que sdo ricas em gorduras e proteinas (Cohen et al., 2005). As améndoas de
cupuacu (Theobroma grandiflorum) apresentam potencial para vérias utilidades, dentre elas a

fabricacdo do cupulate.

O cupulate é obtido atraves da modificacdo das améndoas do cupuacu (Theobroma
grandiflorum), ja beneficiadas, para alcancar sabores, texturas, odores e aparéncia semelhantes
ao chocolate oriundos das améndoas do cacau, além de apresentar vantagens como 0 menor
preco e a presenca de substancias como a teobromina, uma substancia estimulante mais
saudavel do que a cafeina (SETEC, 2007). Esse produto final tem diversas formas de
processamento, como por exemplo, em tabletes (em variadas concentracdes) e em po (Fraife
Filho, 2018; Lannes, Medeiros & Amaral, 2002).

O acai também apresenta também uma grande quantidade de variados compostos
fenolicos em alta concentracdo, dentre eles antocianinas, flavonas e acidos fendlicos; que
possuem capacidade antioxidante (Gordon et al., 2012; Yamaguchi et al., 2015). A pinha, assim
como o acai, também é rica em componentes antioxidantes e vitaminas; entretanto, apesar do
seu consumo ter aumentado nos ultimos anos e por consequéncia, os estudos sobre a fruta, ainda

se faz necessario muitas pesquisas sobre como utiliza-la na industria de alimentos.

Dessa forma o presente trabalho tem por objetivo adicionar polpas das frutas de
acai e pinha, que possuem boas quantidades de enzimas e compostos bioativos, visando avaliar

0 beneficiamento do processo fermentativo das améndoas de cupuacu e suas influéncias nas

13



caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e compostos bioativos, tanto durante o

processo fermentativo quanto no produto final (cupulate).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho € acompanhar o processo fermentativo das améndoas
do cupuacu (Theobroma grandiflorum) sem e com adicao de polpas de frutas, sendo elas pinha
(Annona squamosa L.) e acai (Euterpe oleracea), e obtencdo de um cupulate no final de ambas

fermentacdes.
2.2. Objetivos Especificos
Os objetivos especificos sao:

e Realizar uma fermentacdo natural de améndoas de cupuacu (Theobroma
grandiflorum), e usa-la como controle;

e Realizar uma segunda fermentacdo controlada com adicdo de polpa de pinha
(Annona squamosa L.) e acai (Euterpe oleracea);

e Auvaliar as caracteristicas da massa fermentativa (temperatura, pH, teor de
solidos sollveis, acidez) e 0 consumo de nutrientes (agUcares e proteinas), e comparar os efeitos
da adicdo das polpas de pinha (Annona squamosa L.) e acai (Euterpe oleracea) na fermentacéo;

e Elaboracdo do cupulate de ambas as fermentacdes (controle e a com adicdo de
polpa de frutas)

¢ Analisar no produto final (cupulate) as caracteristicas fisico-quimicas, analise de
HMF (hidroximetilfurfural), analises microbioldgicas, conteldo de compostos fenolicos e
capacidade antioxidante.

15



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 CUPUACU

O cupuagu (Theobroma grandiflorum) é um dos mais importantes frutos
amazonicos, sendo originario do Sudeste e Sul da Regido Amaz6nica, conhecido por sua polpa
acida com aroma intenso, possui grande capacidade mercadoldgica (Souza et al., 2020). As
caracteristicas bromatoldgicas consiste em aproximadamente 45% composto de cascas, 35% de
polpa e 20% de sementes sendo a polpa (mesocarpo), a principal fonte de comercializacao,
sendo muito utilizados na produgdo de sucos néctares, licores, geleias, entre outros (Nazaré et
al., 1990).

O nome do cupuagu é oriundo da lingua Tupi, e significa kupu: similar ao cacau e
acu: grande (Santos, 2003). Também pode ser conhecido por nomes vernaculares como por
exemplo: copoasu, cupuaguzeiro, cupuarana, cupu-assu, copoacl, cupu do mato, pupd,
pupuacu; e na lingua inglesa como: copoasu, brazilian cocoa, cupuacu, large-flowered cocoa
(Lima, 2012).

Por conta do grande valor social e econémico que representa para o pais, no ano de
2008 uma lei que designa o cupuagu como fruta nacional brasileira, foi sancionada (Sousa,
2011). De acordo com Alves (2002), a espécie pré-colombiana de cupuagu, no Brasil,
possivelmente foi disseminada a partir da regido pré-amazonica, no Estado do Maranhdo, para

0s outros estados da regido norte, por meio da migracdo dos povos indigenas.

Embora seja um fruto de grande potencial, ainda é muito negligenciado pelos

fatores culturais, regionais, econémicos e sazonais.

3.1.1 Caracterizacdo Botanica do Cupuacu
3.1.1.1 Planta

O cupuagu, de nome cientifico Theobroma grandiflorum, pertence a familia
Sterculiaceae, a mesma do cacaueiro, € um fruto oriundo do cupuauzeiro. A planta do
cupuaguzeiro, sendo este uma espécie perene e nativa da Amazonia, possui em média 4-8
metros de altura, com 7 metros de diametro; entretanto sua altura pode chegar até 20 metro e 0

didametro do caule até 45 cm, em ambiente tropical e imido, apresenta raizes de cerca de 20-25
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cm de profundidade do solo, com muitas raizes laterais ou secundarias (Dos Santos, 2019;
Gondim, 2001; Souza, 2017; Smiderle et al., 2019).

O cupuacguzeiro se desenvolve melhor em climas de temperaturas na faixa de
21,6°C e 27,5°C, umidade relativa do ar de 77% e 88% e o indice pluviométrico mais adequado
varia entre 1.900 a 3.100 mm (Souza et al., 2007).

O cupuagu possui varios formatos, dentre eles o oblongo, ovalado, eliptico,
obovoide ou redondo (Imagem), o seu diametro transversal pode variar de 9-15 cm e o
longitudinal de 10-40 cm, seu peso € em média 1200g, sendo, em média, 38% de polpa, 17%
de améndoas, 2% da placenta e 43% da casca. Nos frutos do cupuagu, sem sementes, 0
percentual de polpa pode subir para, em média, 64% (Souza & Sousa, 2002).

Imagem 1 — Formatos do Fruto do Cupuagu

00000

Oblongo  Ovado Eliptico  Obovado Redondo

Fonte: Souza & Sousa, 2002

3.1.1.2 Folha

Quando jovens, as folhas do cupuaguzeiro, possuem uma coloracdo rosea, sdo
simples e alternas, coberta por pelos. Com o decorrer dos anos a colora¢do muda, para o verde

com o comprimento de 20-35 cm e 6-11 cm de largura (Souza, 2017; Dos Santos, 2019).
3.1.1.3 Flor

O cupuaguzeiro possui as maiores flores do género Theobroma, com coloracéo que
variam de branco ao vermelho violeta, sdo pendiculares com 3-5 cm (Souza, 2017; Dos Santos,
2019).

3.1.1.4 Fruto

Assim como as flores, os frutos sdo os maiores dentre os do género Theobroma,
possui formas ovoides de 12 a 25 cm de comprimento e 10 a 12 cm de didamentro com peso
médio de 1200g (Dos Santos, 2019). No que se refere a casca (epicarpo mais mesocarpo), o
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epicarpo possui um aspecto de madeira, coberto por um revestimento ferrugineo, que quando
raspado, expde uma outra camada clorofilada; o mesocarpo é esponjoso, pouco resistente e
levemente mais rigido que o endocarpo (polpa que envolve as améndoas), que ja possui como

caracteristicas a maciez, e um pouco transparente, limitado internamente por uma pelicula.

Em média um fruto possui 36 améndoas, estando posicionadas em torno de um eixo
central, conhecido popularmente como talo, estando longitudinalmente em relacdo ao

comprimento da fruta.
3.1.1.5 Sementes

As sementes do fruto sdo notadas como recalcitrantes, pois ndo podem sofrer perda
de sua umidade interior ou ser estocadas em baixas temperaturas, podendo perder a sua
viabilidade. Se as sementes forem acondicionadas com a umidade variando entre 49,8 e 51,7%,

torna-se possivel manter o seu armazenamento (Santos, 2003).

Tais sementes sdo divididas em 3 partes: o envoltério (casca), cotilédones e eixo
hipocétilo-radicula, localizado na base da semente e unido aos dois cotilédones. Devido a o
envoltorio estar aderido aos dois cotilédones, ha dificuldade na remocao da casca, diferente do
eu ocorre com a améndoa do cacau, pois existe um espago entre as duas estruturas (Santos,
2003).

Equiparando as sementes de cupuacu com as de cacau, é possivel perceber que as
de cupuagu possuem uma quantidade maior em lipideos e amido, e menor em proteinas,
polifendis e carboidratos (Martini, 2004). As proteinas apresentam-se na forma de granulacdes
espalhadas no citoplasma. Durante a prote6lise, os aminoacidos sao liberados e juntam-se com
constituintes fendlicos gerando o composto quinona, diminuindo assim o amargor e
adstringéncia. No cacau sdo armazenadas dois tipos de proteinas: globulina-7S (vicilina) e a
albumina e, apenas a primeira é responsavel pela formacdo dos precursores de aroma do
chocolate. Nas sementes do cupuagu também foram encontradas quantidades significativas de

globulina e albumina, sendo a ultima a de maior quantidade (Carvalho et al., 2008).

As sementes sdo usadas na produgdo do “chocolate do cupuagu”, chamado de
cupulate (sem apresentar alteracGes significativas nas caracteristicas fisico-quimicas ao do
chocolate, oriundo da fermentacdo das améndoas de cacau) e também muito utilizado pela

industria farmacéutica e de cosméticos (Smiderle et al., 2019).
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3.1.2 Caracteristicas Quimicas e Nutricionais do Cupuacgu

O Theobroma grandiflorum possui caracteristicas sensoriais, descritas no estudo de
Roger et al. (2004) como carater acido (pH 3,4). Referente a sua composi¢do bromatologica
encontra-se valores relevantes de proteina (8,8%), de lipidios (12,7%), cinzas (5,3%), fibras
(14,3%) e matéria seca (12,1%). Segundo Lima (2013), o fruto possui em média 34,3 mg/g de
potassio 15,7 mg/g de fosforo, 13,1 mg/g de magnésio, 5,5 mg/g de célcio e 2,5 mg/g de sddio.

O teor de gordura nas améndoas do cupuagu, tem 41% de &cidos graxos oleico,
32% de estearico, 7,5% de palmitico, 10% de eicosandico, 4,6% de linoleico, 11% de araquico
e 1,8% de beénico (Pugliese, 2010; Dos Santos, 2019; Smiderle et al., 2019). De acordo com
os estudos de Franco e Shibamoto (2000), o aroma brilhante e caracteristico da baga se deve ao
efeito sinérgico de varios compostos volateis, principalmente ésteres, dos quais 42 % ¢é
butanoato de etila e 22 % é etil-hexanoato, confirmando os dados apresentados por Alves e
Jennings (1979), esses mesmos componentes foram caracterizados como 0s principais

componentes da celulose.
3.1.2 Importancia Socioeconémica do Cupuacu

A Regido Amazonica tem uma grande producdo, destinada ao mercado regional e
local, de cupuacu, que possui caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais, importantes para a
elaboracdo de outros produtos (Dos Santos, 2019; De Nazaré, Barbosa & Viégas, 1990;
Gondim, 2001).

O cupuauzeiro (Theobroma grandiflorum Schum) é uma das 22 espécies do género
Theobroma, do qual o cacaueiro (Theobroma cacau L.) é a espécie economicamente mais
importante. Atualmente, a comercializacdo do fruto esta associada ao consumo da polpa que
ainda é grande parte da producdo da espécie, devido as suas propriedades sensoriais (Pugliese
etal., 2013). A améndoa, apesar de ndo ser tdo comercializada quanto a polpa, tem promovido
interesse das empresas do ramo farmacéutico e cosmético em consequéncia de estudos que

revelam a presenca de antioxidantes (Oliveira; Genovese, 2013).

Devido ao seu alto teor de gordura, valor nutricional e baixo custo, a fruta tem
chamado a atencdo no cenério nacional e internacional, impulsionando a economia da regido
por meio da producéo de polpa, suco, sorvete e confeitaria (Oliveira; Genovese, 2013; Souza

et al., 2011). QOutra vertente da exploragdo comercial dessa fruta emergente ¢ a fabricacéo de
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cosmeéticos e fitofarmacos, o que tem voltado a atencdo dos pesquisadores para a geracao de
novos produtos e tecnologias a partir dessas matérias-primas (Lima, 2013).

Embora as sementes quase alcancarem os 20% do total do fruto, elas séo, na sua
maioria, sdo descartadas no processo de beneficiamento do fruto. Entretanto, essas sementes
apresentam caracteristicas botanicas e quimicas similares com o cacau, possibilitando a

elaboracdo de produtos parecidos com o chocolate (Da Silva; Farias, 2018).

Ultimamente, muitos consumidores tém procurado adquirir um estilo de vida mais
saudavel e, por consequéncia, a industria alimenticia vem estudando maneiras de adicionar
componentes alimentares mais saudaveis e que possam auxiliar na reducdo calorica e agregando
valor nutricional ao produto (Carlos et al., 2019). Com a crescente procura por frutas tropicais
e produtos derivados, a indudstria agroalimentar tem buscado alternativas para aproveitar e
valorizar as sementes de cupuacu altamente ricas em proteinas, gorduras, minerais, compostos
bioativos e muitos outros componentes, mas que varias vezes sdo descartados e acabam como
lixo (Souza et al., 2020).

Apesar de ser uma grande fonte de renda para os produtores, que comercializam o
fruto por inteiro, o cupuacu é muito perecivel e, como esses produtores, na maior parte das
vezes, possuem pouca infraestrutura para a producdo, colheita e pos-colheita. Levando isto em
consideragdo faz-se necessarios encontrar outros meios de comercializagdo, como por exemplo,

o beneficiamento e refrigeracdo da polpa, ampliando o periodo da safra. (Dos Santos, 2019)

3.2 ACAI (Euterpe oleracea)

O acai (Euterpe oleracea), nativo da Regido Amazénica, embora seja encontrado
com muito mais facilidade no Estado do Para, o acaizeiro pode também ser encontrado em
outros estados como o Tocantins, Maranhdo, Amapa e inclusive em outros paises do Norte da

América do Sul, como Venezuela e Guiana (Yamaguchi et al., 2015).

Por conta do alto teor de lipidios, sendo eles mono e poli-insaturados (que
corresponde cerca de 50% da matéria seca), a polpa do acai € considerada um alimento
energético. Apesar de haver vérias divergéncias sobre a composi¢cdo centesimal da polpa de
acai, esta possui cerca de 25% de fibras e 10% de proteina, em base seca, ja a quantidade de

acucares simples € menor do que 5%. Além desses componentes 0 acai também apresenta uma
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boa fonte de minerais, dentre eles o sodio, fosforo, zinco, manganés, ferro, potassio e magnesio
(Yamaguchi et al., 2015).

O acai também apresenta também uma grande quantidade de variados compostos
fendlicos em alta concentracdo, dentre eles antocianinas, flavonas e &cidos fendlicos, mostrados
nas imagens 2, 3 e 4 que possuem atividade antioxidante (Gordon et al., 2012; Yamaguchi et
al., 2015).

Imagem 2 — Estrutura de Antocianina

Fonte: Autora

Imagem 3 — Estrutura de Flavona

Fonte: Autora
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Imagem 4 — Estrutura de Acidos Fen6licos

OH

Fonte: Autora

3.3 PINHA (Annona squamosa L.)

A fruta Pinha, conhecida também como ata e fruta-do-conde e em inglés conhecida
como “custard apple” e “sugar apple”, sua polpa possui coloragdo branca ou amarela com aroma
agradavel e doce. E de origem Tropical, sendo o seu fruto um sincarpo arredondado ovoide,
esférico ou cordiforme (formato de um coracdo), com 5 a 10cm de didmetro, na sua maioria,
formado por carpelos grandes, coberto de pequenas elevacOes achatadas em forma de
tubérculos e regularmente distribuidos (Couceiro, 1973).

A pinha é um fruto climatérico, cuja maturacdo, em condi¢bes ambientais
controladas (20-25°C e UR 80%), ocorre de forma muito mais rapida, em média de 3-5 dias
apos a colheita, gerando mudancas de textura e aroma. Na colheita do fruto deve-se observar
os afastamentos dos carpelos e a coloracdo verde-amarelada dos tecidos intercarpelares (Liao
et al, 1983).

Ainda que, a demanda pelo consumo da pinha, esteja em constante crescimento para
a industria, existe uma caréncia de conhecimentos sobre sua caracterizacdo bioquimica (Kavati,
1997). A composicéo nutricional é constituida por 25,3% de carboidratos, 2,1% de fibras, 1,0%
de proteinas, 0,3% de lipideos, 0,7% de cinzas, 23mg de céalcio/100g e 25mg de magnésio/100g
(Taco, 2011).

Os fendis sdo os principais componentes antioxidantes presentes em frutas e
vegetais, sdo constituidos por varias classes: &cidos fenolicos, antocianinas e tocoferdis
(Imagem 5); além de rica em &cido ascorbico (Imagem 6) (Vasco, Ruales, Kamal-Eldin, 2008).

Sendo que a concentragdo destes compostos depende do grau de maturagdo, variedade, clima,
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composi¢do do solo, localizagdo geogréfica, condi¢fes de armazenamentos e entre outros
(Haminiuk et al., 2012).

Imagem 5 — Estrutura do Tocoferdl

HO

HiC

Fonte: Autora

Imagem 6 — Estrutura do Acido Ascorbico

HO
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HO OH

Fonte: Autora

3.4 ENZIMAS POLIFENOLOXIDASE E PEROXIDASE

As enzimas polifenoloxidase (PPO), pertencentes ao grupo das oxidorredutoras,
possuem ac¢do especifica sobre substratos fenolicos e dispdem do mesmo formato de sitio ativo,
gue apresentam um par de atomos de cobre. Essas enzimas normalmente sdo classificadas em
dois grupos, dependo do substrato usado: as monofenol-oxigenases, que convertem difendis em
guinonas. Referindo-se a este Gltimo caso, as PPO sdo ainda denominadas como catecolases se
0 substrato € um o-difenol ou lacases, se este € um p-difenol (Imagem 7). Apesar da maioria
das difenoloxirredutases apresentarem atividade de cresolases, € comum que muitas

monofenoloxigenases, ndo tenham atividade sobre difendis (Koblits, 2013; Yoruk, 2003).
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Imagem 7 — ReagBes envolvidas no escurecimento enzimético devido a ag&o de

polifenoloxidases
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Onde: a) atividade de cresoloses sobre monofendis; b) atividade de catecolases sobre o-difendis; c) atividade de
lacases sobre p-difendis; d) formacdo de melaninas a partir da complexacao de quinonas com diversos
compostos organicos.

Fonte: Adaptado de Koblits (2013)

A producdo de quinonas acontece a partir da acdo enzimatica na presenca de
oxigénio. Essas substancias sdo altamente reativas e reagem entre si € com outros compostos
organicos, resultando em produtos de condensacao de elevada massa molecular e de coloracao
escura, chamados de melanina (Fennema, Damodaran, Parkin, 2018).
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Tratando-se do acai, a exposi¢do da polpa as condi¢bes atmosféricas do ambiente
ja é suficiente para que, em alguns minutos, j& ocorra numa mudanga de coloracdo, de purpura
para marrom escuro, devido as reacGes de escurecimento enzimatico (Jesus; Leite; Cristianni,
2018). Além desta alteracdo, tais reaces enzimaticas podem acarretar na formacéo de odores
e sabores indesejaveis (off-flavor) assim como também a diminuigdo do valor nutricional, no
produto final, devido a destruicdo dos aminodcidos presentes, dentre eles a tirosina e
fenilalanina (Koblitz, 2013).

As peroxidases (POD) também sdo oxirredutases, mas em comparagdo a
polifenoloxidase, sdo menos especificas em relacdo ao substrato, podendo, além dos fendis,
oxidar outros compostos como vitaminas, lipidios, acidos organicos e clorofilas. Tal como as
PPO, as POD podem ser encontradas em animais, vegetais e microrganismos e a sua atividade
catalitica pode ocasionar também na formac&o de compostos polimerizados de coloragdo escura
(Imagem 8) (Koblitz, 2013).

Imagem 8 — Reacdo Geral Catalisada pela Peroxidase

ROOH + AH, — ROH + H,0+ A"

Fonte: Koblitz (2013)

O radical (Ae) formado é muito reativo e complexa-se com variadas moléculas,
formando compostos condensados de elevado peso molecular e coloragdo escura. Apesar do
peréxido (ROOH) seja um substrato importante para as reacdes de oxidacdo catalisadas pela
POD, tais enzimas ainda podem atuar na falta deste substrato, usando o oxigénio molecular
(Koblitz, 2013).

A reacdo dessas enzimas também pode ocasionar na degradacdo de carotendides,
clorofila, antocianinas, vitaminas e oxidacdo dos lipidios, que, neste ultimo caso, tem por

consequéncia a formacgdo de compostos volateis que caracterizam um tipico aroma de ranco.

3.5 CUPULATE

De acordo com a Resolugéo n° 264, de 22 de setembro de 2005, classifica-se como
chocolate o produto elaborado a partir de derivados de cacau, massa, pé e/ou manteiga com
outras misturas, que deve conter no minimo 25% (g/100 g) de solidos totais de cacau. Portanto,
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esta etapa da fabricacdo do chocolate segue as etapas de mistura dos ingredientes,
descascamento, conchagem, témpera, moldagem, resfriamento e modelagem (Nogueira, 2015).

O cupulate é o principal produto a ser produzido ap6s a obtencdo do liquor. O
cupulate pode ser definido como um produto homogéneo, adquirido através da jungdo de
produtos oriundo do cupuagu, sendo que eles podem ou ndo serem misturados entre si ou com
a juncao de leite e derivados, acucares/edulcorantes, assim como também outros aditivos e
agentes flavorizantes. A producao do cupulate, por meio do método convencional, é constituido
de 6 etapas basicas como a mistura, conchagem, temperagem, moldagem e resfriamento (Codex
alimentarius, 2003)

A proporcdo dos ingredientes varia de acordo com a legislacdo do pais e
preferéncias do consumidor, sendo os ingredientes base para a producdo de chocolate, aglcar,
manteiga de cacau, cacau em po, leite em po, lecitina de soja (Richter; Lannes, 2007). De acordo
com o Cohen et al. (2005), maior teor de acidos graxos monoinsaturados agrega maior maciez
a gordura caracteristica bastante admirada por consumidores no teste de aceitacdo do cupulate.
O uso da gordura natural desprovida de ligagdes trans ainda pode substituir a hidrogenada na
elaboracdo de bolos e sorvetes.

Tratando-se das proteinas das améndoas de cupuacgu, que possuem valor bioldgico
por ter uma boa composicao aminoacidica e teores que ultrapassam as quantidades de referéncia
de criancas e adultos, para alguns dos aminoéacidos essenciais. As suas proteinas, além de
enriquecerem o alimento, melhoram algumas propriedades funcionais, como por exemplo a

capacidade de emulsificacdo (Lopes et al., 2008).

3.6 PRE-PROCESSAMENTO DO CUPUACU

O processamento das sementes de cupuacu, visando a obtencao de cupulates, pode

ser dividido em duas fases, pré-processamento das sementes e processamento das améndoas.
3.6.1 Colheita e Pré-Selecéo do fruto

A elaboracéo do cupulate se inicia com o processamento das améndoas do cupuagu.
A colheita do cupuagu é o inicio do beneficiamento. O cupuacu, quando atinge 0 seu
amadurecimento, se solta da planta e cai no solo; por isso a colheita do fruto deve ser feita de

uma ou mais vezes ao dia, para que ndo ocorra uma contaminacdo ou alguma injuria no
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cupuacgu. Essa coleta diéria, deve ser feita manualmente e os frutos sdo armazenados em
recipientes, como sacos (oferecem uma facilidade no transporte, porém ndo protegem de danos
mecanicos) e caixas plastica (facilitam a limpeza e sdao mais leves) (Souza et al., 2011; Dos
Santos, 2019).

Apos a colheita, os frutos devem passar por uma pré-sele¢do, com o objetivo de
evitar o contato de frutos sadios com os contaminados, lavados, em &gua corrente, com o intuito
de diminuir as sujidades e a carga microbiana da casca. Posterior lavagem, o cupuagu sera
despolpado com muito cuidado para que ndo ocorra nenhum tipo de contaminacao (Souza et
al., 2011; Dos Santos, 2019). Para o despolpamento, usa-se uma faca de aco inoxidavel para
separar a polpa da semente. Esse processo deve ser realizado em até 2-3 dias da colheita, para
que a qualidade das améndoas ndo se altere.

A época de colheita do cupuacu ocorre no periodo de seca, na Regido Amazonica,
nos meses de julho a setembro. Entretanto a época da safra ocorre no periodo chuvoso, que
encontra-se nos meses de outubro a junho (com pico em marco) (Souza et al., 2011).

Terminando o processo de quebra dos frutos, as améndoas serdo postas para
fermentar, em um tacho de fermentacdo, de maneira que a mistura futura seja realizada

facilmente.
3.6.2 Fermentacao

O processo de beneficiamento das améndoas do cupuagu, inclui processos como a
fermentacao, secagem e torracdo. O processo fermentativo € responsavel pelo desenvolvimento

de varios compostos de afetam o sabor do produto final (Carvalho, Garcia, Farfan, 2008).

A fermentacdo das améndoas do cupuacu é realizada por varios microrganismos, e
cada grupo, dentre eles leveduras, bactérias lacticas e bactérias acéticas, ird se desenvolver
conforme as condigdes do meio. As leveduras, presentes em um meio em condicdo de

anaerobiose, ird produzir etanol a partir dos (Carvalho, Garcia, Farfan, 2008).

Existem trés fazes para que ocorra essa fermentacdo: a primeira é denominada de
adaptacdo, onde 0s microrganismos atuantes comegam a crescer, pois ainda tem uma certa
presenca de oxigénio; a segunda fase, tumultuosa ou principal, tem uma grande liberagdo de
diéxido de carbono; e, por fim, a fase estacionaria onde a atividade das leveduras diminui, assim

como o gas carbonico e precipitacdo do fermento (De Goes-Favoni et al., 2018).
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Nesse processo fermentativo, ocorre um aumento de aminoacidos livre e peptideos,
formacdo de agUcares redutores pela quebra da molécula da sacarose, que sdo 0s principais

compostos responsaveis pelo sabor do cupulate (Carvalho, Garcia, Farfan, 2008).

Apo6s o corte longitudinal do fruto, as sementes sdo colocadas em bandejas de
fermentacgdo, que geralmente sdo instaladas em areas abertas e protegidas do vento, a pelo
menos 15 centimetros do solo e das paredes, 0 que promove a fermentacdo em temperatura
constante. Esses cochos devem ser construidos em madeira que ndo reaja com a massa
fermentada, ndo agregue odores e seja a prova de umidade. Durante esse processo, a exsudagao
se forma e se separa da massa fermentada, portanto, a calha deve ter orificios de no maximo 6-
10 milimetros de diametro e ndo mais de 15 centimetros de distancia para facilitar a drenagem.
mel e favorece um bom arejamento da massa. Cubra os cochos com folhas de bananeira para

reduzir a perda de umidade e a temperatura da polpa (Ceplac, 2012).

Somente a folha de bananeira é usada por apresentar uma palma fechada, ideal para

conservacao do calor que é gerado através da acdo dos microrganismos.

A fermentacdo das améndoas de cupuagu € uma etapa especialmente importante
para a producdo do cupulate, pois além de desenvolver o flavor a améndoa precia perder a sua
acidez, que é proveniente dos acidos como: citico, latico, oxalico e succinico; e também
diminua a sua adstringéncia, que € resultante da presenca de polifendis, dentre eles os flavan-
3-06is e procianidinas (Imagens 9 e 10) (Braco et al., 1969; Biehl, 1973).

Imagem 9 — Estrutura de Flavan-3-ol

OH

Fonte: Autora
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Imagem 10 - Estrutura de Procianidina
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Fonte: Autora

A fermentacédo é primordial para a qualidade das améndoas de cupuagu em virtude
das reacOes bioquimicas que provocam a morte do embrido, liberacdo de enzimas e substratos,
hidrolise de acUcares e proteinas, difusdo de compostos fendlicos que entram em contato com

as enzimas (Efraim, 2009).

O processo fermentativo possui um tempo médio de 5 a 7 dias até o seu término,
em que acontecem as duas fermentacdes. A fermentacdo alcodlica, a primeira a ocorrer, comega
com o corte do fruto e dura entre 24-36 horas, as leveduras anaerdbicas, responsaveis pela
conversdo do aglcar em etanol em pH abaixo de 4. Tendo finalizado este estagio, a acdo das
bactérias lacteas predomina a transformacéo dos acucares e acidos organicos em acido latico,
que ocorre a partir das 48 horas e vai até as 96 horas ap6s o inicio da fermentacdo. Concluida a
fermentacdo alcodlica, acontece a conversao do etanol em acido acético, realizada por agdo das
bactérias acéticas, ocorrendo o0 aumento da temperatura em até 50°C, configurando assim uma
reacao exotérmica. Apos a conclusao do processo fermentativo, é necessario secar as améndoas
para evitar a ocorréncia de uma fermentacdo indesejada, conhecida por sua caracteristica de

odor desagradavel, a proteolitica (Imbert, 2017).

Ao longo da fermentacdo alcoodlica, o calor gerado, faz com que ocorra a morte do
embrido das améndoas. Como consequéncia, iniciam-se reacfes bioquimicas para a formacao
do sabor e da coloracgdo caracteristica (Papalexandratou et al., 2011). No decorrer das 36 horas,
apos o inicio da fermentacdo, as bactérias laticas crescem, devido as condicGes favoraveis de
pH e micro aerobiose, proporcionadas pela fase anterior. Predominam por um periodo de 16 a

24 horas, em média.

Metabolizam os agUcares restantes mostrando a degradacdo da polpa e formando,
entre outros metabdlicos, o acido latico que promovera as condigdes favoraveis para o

crescimento das bactérias acéticas, de pH e aeragédo. O alcool, oriundo das primeiras 48 horas
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da fermentacdo, propicia um ambiente favoravel para as bactérias acéticas existentes no meio

que oxidam o etanol a &cido acético (Ferrdo, 2008; Kostinek et al., 2008).

O processo fermentativo ocorre de maneira natural que envolve varios
microrganismos e pode acontecer de 4 a 7 dias (Saltini et al., 2013). Os cochos fermentativos
devem conter furos de didmetros para que possa escorrer o exsudado, liquido rico em agucar,
que pode ser utilizado na producdo de sumos, geleias, refrigerantes, destilados finos, vinagre,

vinho, gelados e doces; tendo como caracteristicas.

Os cochos fermentativos, com furos no fundo, escoam um liquido agucarado,
chamado exsudado, conhecido como o0 mel do cacau, usado na producdo de sucos, geleias,
refrigerantes, destilados, vinhos, vinagre, sorvete e doces. O sumo tem um sabor diferente e
agradavel, sendo semelhante a algumas frutas tropicais, como a graviola, o bacuri e cupuagu.
Esse sumo também € rico em vitaminas, pectina e agucares como glicose, frutose e sacarose e

apresenta aspecto pastoso e alta viscosidade (Ceplac, 2008).

Nesta etapa, a polpa do cupuacu é metabolizado por microrganismos, produzindo
principalmente etanol e acido acético, que sdo absorvidos pelos cotilédones, ocasionando a
morte da améndoa e propiciando alteracdes fisico-quimicas criticas na formacdo do sabor.
Dentre essas alteracfes, podemos realcar a formagdo de aminoacidos com compostos fendlicos,
produzindo quinonas, reduzindo assim o amargor e a adstringéncia das améndoas (Huang;
Barringer, 2010).

3.6.2.1 Enzimas na fermentacdo do cacau

A acdo das enzimas nas améndoas de cupuacgu durante o processo fermentativo vem
sendo estudado desde a segunda metade do seéculo XX, onde comecou-se a acreditar que as
enzimas, proteases, invertases e polifenoloxidase, possuem um papel importante na formacao
do sabor do chocolate (Hansen et al., 1998). Nos dias de hoje, também se sabe que as enzimas
enddgenas, além das microbianas, auxiliam na formacéo dos precursores de sabor, a partir das
préprias améndoas. Tendo como principal consequéncia, da fermentacéo, a diminuicdo do pH,

cooperando com a acdo enzimatica (Macedo et al., 2016)

As enzimas sdo proteinas que catalisam reacGes quimicas e, por este motivo,
possuem grande aplicabilidade biotecnoldgica e industrial. As enzimas hidroliticas sdo usadas
nos processos industriais, sendo utilizadas nas industrias téxteis (amilase, pectinase, celulase,

oxidorredutase), de papel (lipase, oxidorredutase, xilanase), detergentes (celulase,
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lipase,protease, oxidorredutase), alimenticia (lactase, lipase, celulase, pectinase, protease,
oxidorredutase) e de couro (lipase e protease) (Nielsen et al., 1998; Kirk et al., 2002).

A presenca das enzimas na massa fermentativa promove a degradacdo dos
compostos presentes na polpa, ocasionando a perda de fluidos e a aeracdo da massa,
contribuindo para o crescimento das bactérias (Silva, 2011). As enzimas hidroliticas e as
pectinoliticas quando entram em contato com o substrato, podem melhorar a aera¢do da massa;
e as enzimas amioliticas, que produzem o aumento da contracdo dos agucares redutores por
meio da hidrdlise do amido; e as enzimas proteoliticas que geram uma melhor concentracéo de
aminoacidos livres. Tais enzimas também possuem um papel muito importante para a formacao
do flavor do produto final (Amin et al., 1998; Schwan, 1998).

De acordo com os estudos de Yoshiyama & Ito (1996), a enzima polifenoloxidase,
de fonte microbiana Coriolus versicolor, foi bem satisfatéria na diminui¢do da adstringéncia
das améndoas do cacau pelos compostos fendlicos como flavonoides e proantocianidinas, bem
como diminuindo significativamente os compostos fenolicos totais, que sdo naturalmente.
(Imagem 11)

Nas primeiras etapas do beneficiamento da améndoa do cupuacgu, a fermentacao e
a secagem, ocorre a formacao da coloracdo, aroma e sabor (flavor) caracteristicos do cupulate.
A atividade enzimatica é catalisada por enzimas endogenas, dentre elas a peroxidase. Estas
enzimas sao hemiproteinas bem distribuidas em plantas superiores, sendo também encontradas
em animais e microrganismos. Tratando-se das plantas estdo relacionados com diversos
processos metabolicos, tais como oxidacdo de compostos fendlicos defesa contra patdgenos,
ligacdo de proteinas e polissacarideos a parede celular e, de maneira particular, polimerizacdo
de ligninas (Garcia, 2006).

Uma das suas principais atuacdes € na oxidacdo das moléculas fendlicas utilizando
0 seu poder redutor do perdxido de hidrogénio, formando substancias coloridas, resultando no
escurecimento enzimatico (sakharov; Ardila, 1999). Todas as enzimas peroxidases,
especificamente de plantas superiores, possuem a mesma estrutura geral, que consiste num
grupo prostetico heme (ferriprotoporfirina 1X) e dez a-hélices e, no processo catalitico, oxidam,
ao transitar o jon férrico (Fe*®) ao seu estado valéncia mais alto (Fe**) (Passardi et al., 2004).

A POD perde a sua capacidade catalitica de acordo com o0 avan¢o do processo
fermentativo e, esta perda, pode resultar em améndoas mal fermentadas, pois esta enzima é uma
das principais envolvidas na oxidacdo de compostos fenolicos e, por consequencia, nas

mudancas de coloracdo das améndoas (Carneiro et al., 2020).
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Mesmo sendo evidente a importancia da enzimas durante o processo fermentativo,
ainda faz-se muito necessario outros estudos que abordem sua regulagcdo dos processos
enzimaticos durante a fementacéo, quais substratos enzimaticos estdo relacionados ao seu sabor
(flavor) das améndoas de cupuacu de maior qualidade e quais fatores limitam o seu processo,
como por exemplo, a disponibilidade de substrato ou enzimas, genotipos, condicdes de cultivo
ou processo de fermentagéo (Macedo et al., 2016)

A invertase promove a hidrdlise na sacarose em acUcares redutores, glicose e
frutose, durante a fermentacdo. A participacdo desta enzima é muito importante na reacdo de
Maillard, por ser a principal responsavel pela formacéo do arome de o sabor caracteristico do
cupulate (Pezoa-Garcia, 1989).

Inicalmente, essa reacdo envolve a condensacdo de gruposcarbonilicos de aglucares
redutores com grupos aminos oriundos, em sua maioria, de aminoacidos livres, seguida da
degradacdo dos produtos originados, formando varios compostos oxigenados (Rosli et al.,
1996). Tais agucares sdo sinificativos precursores do sabor do cupulate, e sua atuacéo

aperfeicoara nas etapas seguintes do processamento do cupuacu (Huang, Barringer, 2010).

A alta atuacao da PPO, pode atuar fortemente no teor dos compostos fenolicos, durante e
apos a fermentacdo, por conta da intensa acdo da PPO sobre esses compostos na fase aerébica
da fermentacdo, convertendo tais compostos em quinonas (Misnawi et al., 2002). A
colaboracdo desses substratos fendlicos para o0 escurecimento enzimatico depende de sua
localizacdo e concentracdo no substrato, bem como a intensidade da coloracdo de seus
pigmentos macromoleculares adquiridos atraves das quinonas, o que pode levar a alteracoes
nas suas careacteriticas sensorais (Misnawi et al., 2002). Apesar de, na maioria dos casos,
issoseja indesejavel, o escurecimento oxidativo em cha, café, cacau e ameixa é interessante

(Limaet al., 2001).
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Imagem 11 — Reacdo de Oxidagdo Enzimatica de Compostos Fendlicos pela Polifenoloxidase

PFO

- PFO .
02 1/207 *H0 Melanina

Fenol 1,2-difenol 1 2-qumond

Fonte: Adaptado de Misnawi et al., 2002

3.6.2.2 Compostos Formadores de Aroma e Sabor

Para a formag&o do aroma e sabor caracteristicos do cupulate, as améndoas devem
passar por um processo de beneficiamento (fermentacdo), sequidos de secagem e torracao.
(Marabesi, 2018)

Tratando-se da obtencdo do cupulate, os cotilédones sdo 0s principais responsaveis.
Os componentes produzidos através das alteracBes quimicas nos cotilédones sendo estas a
morte do embrido e a quebra das barreiras internas dos cotilédones durante o processo
fermentativo, sdo os responsaveis pelo aroma, sabor e cor do cupulate (Owuso et al., 2012). Os
cotilédones sdo constituidos principalmente por gordura, 54% do peso seco, e sao formados por
dois tipos de células: células do parénquima (armazenadoras) que possui globulos de lipidios,
proteinas e amido, em contrapartida as células pigmentativas guardam os polifendis e
metilxantinas (Del Boca, 1962; Ferrdo, 2002). Os polifendis compdem 12-20% do peso seco
causadores da adstringéncia caracteristica no sabor final do cupulate. Eles sdo classificados em
trés grandes grupos: antocianinas catequinas e protocianinas. A teobromina e a cafeina,
atribuem um amargor nas sementes e formam 1,5% do peso seco das améndoas (Owuso et al.,
2012).

Os compostos fendlicos, especialmente as antocianinas e as antocatequinas,
concentram-se nas células especiais do cotilédone e nos sistemas enziméaticos causando as

transformacdes das caracteristicas sensoriais (Owuso et al., 2012).

As antocianinas transformam-se primeiro em antocianidinas, responsavel pela
coloragéo violacea, se decompondo rapidamente em compostos incolores e se condensam,
formando os taninos flavondicos. As antocatequinas, ao condensar-se formam os taninos
catéquicos, evidenciando a cor acastanhadas que, em combinagdo com aminoacidos e proteinas,

dao origem a componentes que afetam o sabor (Ferrdo, 2008).
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E necessario condicOes de anaerobiose, processo que ocorre durante a fermentagio das
améndoas de cupuacu, para que ocorra a transformacao das antocianinas, pois ha pouco espaco
entre as sementes para reter o oxigénio, entretanto, a transformacdo das antocatequinas é
facilitada por condicBes de aerobiose, visto que as enzimas gue atuam no processo, Sao as
polifenoloxidases. O revolvimento, ligado a degradacdo da massa fermentativa ajuda na
ventilagdo da massa, que é determinado por essa fase (Ferrdo, 2008).

Os polifendis das améndoas de cupuagu sdo armazenados nas células de pigmento
dos cotilédones. Tais células possuem coloragdo branco para fundo parpura, dependendo da
quantidade de antocianinas- (Ferréo, 2008).

Os polifenois se expandem em conjunto com os liquidos das células responsaveis
pelo armazenamento e sdo sujeitados a uma oxidacdo e complexagdo durante 0 processo
fermentativo. As moléculas de acUcar sdo hidrolisadas transformando-se em galactose e
anarbinose por glicases e as antocianinas. Polifenois e quinonas formam complexos com outros
polifendis, peptideos e proteinas diminuindo sua solubilidade e a adstringéncia formando a cor

marrom caracteristica das améndoas de cupuacu (Ferrdo, 2008).

E possivel ter como identificador da qualidade das améndoas a quantidade de
antocianinas, assim como a coloracao € o indicador da qualidade do sabor e seu, futuro uso na

producdo de cupulate, e o teste de corte (Camu et al., 2008b; Sarmento, 2007).

No decorrer do processo fermentativo das améndoas a oxidacdo das cianinas e a
complexacdo das catequinas em aminoacidos e proteinas, auxiliando na reducéo significativa
na adstringéncia e amargor das améndoas (Carvalho et al., 2008). A degradacéo dos polifendis
deve acontecer de modo eficiente, visando melhorias na qualidade das sementes (Daud et al.,
2007). Apesar disso, as fermentacOes realizadas por muito tempo podem causar deterioracao
proteica das sementes e, a partir dai, liberacdo de aménia, ocasionando na coloragdo marrom
dos produtos (Oetter, 1995).

Os flavonoides que atuam com propriedades antioxidantes e que propiciam
impactos positivos para a saude humana, estdo presentes nas améndoas de cacau apos a
fermentacdo e torrefacdo, na sua maior parte, sdo transformados num material insoltvel de
coloracdo vermelho-marrom, responséavel pela cor caracteristica do cupulate (Davriex et al.,
2006; Porter et al., 1991).
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No final do processo fermentativo, a agdo das bactérias acéticas aumenta, que vao
consumir o alcool produzido oxidando-o que resultard em &cido acético. Esse &cido acético
produzido gera modificacbes na parede celular das sementes, que vai torna-la permeéavel,
impossibilitando a germinacdo, permitindo que os substratos e as enzimas do interior das
améndoas interajam, produzindo os formadores do aroma (Marabesi, 2018). Terminado esse
processo fermentativo, a secagem e a torragdo séo realizadas, que irdo estabilizar o sabor, 0
aroma, a umidade e a coloracdo (Reacdo de Maillard, que ocorre na presenca de peptideos,

aminoéacidos e agUcares redutores) (Ferrdo, 2008; Marabesi, 2018).

3.6.3 Secagem

A secagem natural baseia-se em distribuir os grdos em bandejas ou esterias em areas
com o clima seco expondo-os no sol e durante a noite guarda-los para evitar contato com a
chuva, sendo constantemente homogeneizados para assegurar uma secagem uniforme nos
grdos. Este mesmo processo pode ser realizado de maneira artificial com o auxilio de
alternativas mecanicas e/ou elétricas para forcar o contato do ar com as sementes (Beckett,
2009).

Segundo Campos e Teixeira (2006), a utilizagdo da secagem artificial em processos
industriais apresenta diversas vantagens, como melhorar a qualidade do produto seco e reduzir
a secagem excessiva ou insuficiente em alguns casos (que, quando ocorre, pode levar a
deterioracdo do grao). Esse processo, responsavel tanto pela reducdo da atividade de agua das
améndoas, ajudando na conservagdo, quanto pela volatilizacdo do excesso de acido acético que
é formado durante a fermentacdo (Minifie, 1999). Além disso, ao utilizarmos este processo,
ocorre a aceleracdo da oxidacdo de compostos fenolicos beneficiando a mudanca de coloragédo

e diminuindo a adstringéncia residual no produto (Koblitz, 2011).

De acordo com Efraim et al. (2006), basta apenas 3% de améndoas contaminadas
para que ocorra a modifica¢do no sabor da massa fermentativa. A améndoa deve apresentar ao
final da secagem, umidade final entre 6-8%, se a améndoa obter uma umidade muito baixa, a
casca fica quebradica, e se tiver uma umidade muito alta facilitara o desenvolvimento de fungos
(Lopes, 2000).

A secagem do cacau promove a retirada da dgua e com isso continua as alteracoes

bioquimicas que se iniciam durante a fermentacdo, as enzimas que atuam no interior na
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améndoa e promovem reagfes quimicas importantes que contribuem para o desenvolvimento
das caracteristicas sensoriais. A temperatura € muito importante para a qualidade final das
améndoas. O uso de temperaturas mais altas ou mais baixas gera uma diminuicéo da qualidade
do produto final, por conta da desativacdo das enzimas ou uma diminui¢cdo da atividade
catalitica (Tomlins et al., 1993; Souza, Peixoto, De Toledo, 1995).

3.6.4 Limpeza das améndoas fermentadas e secas

Apbs a fermentacao e secagem das améndoas, as améndoas seguem para a etapa de
peneiramento onde sao retiradas as sujeiras e demais impurezas por meio de peneiras, esteiras,
imds, sistemas de vibracdo e vacuo. Dessa forma, améndoas inteiras podem ser torradas

diretamente ou trituradas antes da torrefagéo (Efraim, 2009).
3.6.5 Torragem

Posterior a etapa de fermentacdo e secagem, as améndoas ja estdo prontas para
entrarem no processo de torrefacdo. Tal processo, consiste num tratamento térmico com
temperatura variando de 110°C-140°C, deve-se ter cuidado para que a temperatura ndo
ultrapasse o limite pois pode gerar a alteracdo das caracteristicas sensoriais desejaveis e das
caracteristicas intrinsecas do cupuacu (Drouden, 1996).

A torra é uma etapa de extrema importancia para o desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais do produto final, através da reacdo de Maillard, partindo de
precursores formados durante a fermentacdo e a secagem. Na torragem acontece a diminuicao
da concentracdo dos acidos volateis indesejaveis, dentre eles o acido acético, e também a

inativacdo das enzimas, responsaveis pela degradacdo da manteiga (Granvogl et al., 2006).

Um complexo de cerca de 400-500 compostos cominados, incluindo aldeidos,
tiazois, pirazinas, fenodis, furanos, cetonas, alcoois e ésteres, sdo responsaveis pelo sabor
caracteristico do cupulate, dessa maneira é dificil caracteriza-lo por um Gnico componente,
otimizar as condicdes de torrefacdo, significa desenvolver ao maximo o potencial aromatico
das améndoas (Queiroz & Garcia, 1999; Ramli, 2006, Frauendorfer et al., 2008).

Esses precursores-chave de compostos de sabor desenvolvem compostos
heterociclicos volateis, no decorrer da torragem, onde, apesar de sua formacdo ndo ser

totalmente compreendida, produzem as pirazinas (Imagem 12). As pirazinas sdo compostos
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aromaticos que aumentam de concentracdo gradualmente com o decorrer da torrefacdo, a
diminuicdo do teor de algumas delas nas améndoas de cacau é coincidente com o inicio do
excesso de torrefacdo, possivelmente devido a uma volatilizacéo, devido a elevada temperatura
(Afoakwa et al., 2008).

Imagem 12 - Composto Pirazina

HC N 9

/ T
HyC N GH

Fonte: Autora

A torragem das améndoas, podem ser realizadas nela inteira, fragmentadas (nibs)
e, em alguns casos, moidas, chamado também de massa de cupuagu. Ao se trabalhar com a torra
dos nibs, é importante diminuir a intensidade da torrefacdo, para que seja facilitada a
propagacdo do calor e, como resultado, a diminuicdo do consumo de energia. J& a massa de
cacau, por ter sua estrutura toda homogénea e com uma granulometria bem menor das demais,

é muito mais facil adquirir uma torra homogénea no fim do processo (Lopes, 2000).

Apbs a fermentacdo e da secagem as améndoas sdo sujeitas a elevadas temperaturas
que, juntando com o0 oxigénio presente no ambiente, ocasiona a oxidacdo dos compostos
fendlicos. Quanto maior for o tempo da torragem, menor seré a quantidade final dos compostos
bioativos que, consequentemente, melhora as caracteristicas sensoriais, dentre elas o flavor e a
textura; intensificard o sabor, aumenta a viscosidade, diminui¢do da adstringéncia, por conta
dos compostos fendlicos, e o amargor, devido a presenca dos alcaloides (dentre eles a
theobromina, cafeina e dicetopiperazina) (Zelensky et al., 20013).

No decorrer da torragem acontece a degradacdo da metade dos aminoacidos, assim
como a desnaturacéo parcial das proteinas e a destruicédo de grande parte dos agucares redutores
presentes na fermentacdo. Neste processo, também ocorre a perda de compostos volateis,
englobando as cetonas, aldeidos, furanos, alcoois, pirazinas e ésteres. Dessa forma, a torra
diminui a umidade, solta o invélucro fibroso do cotilédone (améndoa) portanto, 0 mesmo, torna-

se mais escuro (Minifie, 1989).
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3.6.5.1 Reacéo de Maillard

A reacdo de Maillard (RM), uma das mais importantes e complexas reacdes que
acontecem durante a torracdo, € também chamada de escurecimento ndo enzimatico. Sao
reacOes que acontecem entre grupos de carbonila dos agucares redutores e os grupos amida dos
aminoacidos, e acontecem através da formagdo de compostos intermediarios de Amadori e a

posterior degradacéo de Strecker (Imagem13) (Mascaros, 1993).

Esta reacdo ndo enzimatica ocorre com pH variando de 3 a 10, sendo que o pH
bésico facilita a reacdo e o &cido tende a dificultar sua reacdo. A umidade ideal para que

aconteca é no intervalo de 7 a 15% (Zamalloa, 1994).

Durante o processo de torra a formagdo dos compostos de Amadori apresenta um
méaximo de concentracao, por conta da primeira producdo e posteriormente um rapido processo
de decomposicdo, formando principalmente aldeidos, cetonas e dicetonas. Entre os aldeidos
estdo inclusos os compostos heterociclicos acidos e terpenos, que sdo substancias importantes
para 0 aroma caracteristico. De acordo com Mascar6s (1993) o aroma caracteristico do cupulate

esta relacionado com fenil acetaldeido, terpenos e um namero variavel de pirazinas.

Uma boa parte dos produtos desta reacdo, sdao almejados devido as suas
propriedades sensoriais e fisiologicas, sendo que outros podem apresentar, em sua composicao,
componentes danosos para a salde do consumidor. Dentre os produtos desejados por suas
caracteristicas sensoriais temos: a Furosina (FUR), o Hidroximetilfurfural (HMF) e a Ne-
carboximetillisina (CML); por possuirem precursores de pigmentos escuros que sao formados
na primeira fase da RM (Bastos et al., 2011).

A RM pode ser dividida em trés etapas principais que estdo demonstradas na

Imagem 13
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Imagem 13 — Etapas da Reacdo de Maillard

R -NH
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Polimerizagao
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Fonte: Autora

Entre os compostos aromaticos produzidos, em maior quantidade, no decorrer da
Reacdo de Maillard as pirazinas, que sdo importantes para o sabor caracteristico do produto
final (representando até 25% dos componentes identificados na fracdo aromatica das améndoas
torradas) e podem ser considerados como indicadores de qualidade dos produtos torrados

(Barel, 1987; Fadini, 1998).

A etapa seguinte da RM se déa a partir dos Produto do Rearranjo de Amadori (PRA)
ou Produto do rearranjo de Heyns (PRH), que surgira produtos oriundos da quebra do agucar,

liberando assim o grupo amino de sua estrutura.

39



Na etapa final, ocorrem reacOes de desidratacdo, fragmentacdo, ciclizacdo e

polimerizag&o em que 0s grupos amino participam novamente.

Tratando-se da formacdo do aroma caracteristico, a Degradacdo de Strecker (DS)
(Imagem 14) € de extrema importancia, pois é nela que ocorre a degradagdo dos aminoacidos
por desaminacdo e descarboxilagdo. Através da imagem, € possivel notar que, tratando-se das
proteinas e peptideos 0 grupo amino reativo é o da lisina e também do grupo N terminal, posto
que os grupos a-amino estdo comprometidos, portanto, ndo estdo disponiveis nem para RM

nem para a DS, devido a ligacdo peptidica (Van Boekel, 2006).

Imagem 14 — Visdo Geral da RM
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Fonte: Autora

Na Imagem 15 abaixo, pode-se verificar como realmente funciona a formagéo do

aroma caracteristico do chocolate, que é desenvolvido durante a torras das améndoas ja
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fermentadas. Os aromas vao surgindo através dos precursores que sdo criados no decorrer do
processso fermentativo por meio de condensacdo de fungbes aminas com fungdes
cetonas/hexonas dos agucares. Os aldeidos podem realizar a reacdo de condensagdo, dando
origem ao 5-metil-3-fenil-2-hexanal (responsavel pelo aroma do chocolate), produzido através
da condensacéo do fenilacetaldeisdo oriundo da fenilalanina) com o isovaleraldeido (orindo da
leucina). As cetonaminas se condensacdo para produzir as pirazinas (Pontillon, 2009). A
estrutura do aminoacido determina qual o aldeido que sera produzido, assim como também,
pode ditar qual amina e &cido podem ser gerados da degradacdo do aminoacido. Cada reacao
que acontece entre os aldeidos e as aminas, sdo responsaveis pela diversificacdo dos aromas
encontrados nos chocolates, como pode-se mencionar: a leucina e glicose formam o aroma
“doce”; a treonina, glutamina e glicose produzem o aroma do chocolate, apenas quando
aquecidas a 100°C; enquanto que a valina e glicose, quando submetidas a uma temperatura de
180°C, produzem aroma descrito como “penetrante”. Quando o meio, onde ocorre tais reagoes,
se encontra em pH &cido sdo gerados 0 HMF e outros produtos furfurais (Dimick & Hoskin,
1999; Counet et al., 2002; Ramli et al.; Granvogl et al., 2006).
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Imagem 15 — Visdo especifica da formacéo do flavor de chocolate
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Fonte: Van Boekel, 2006

As Alquilpirazinas e os aldeidos gerados pela DS sdo os principais compostos
volateis contribuintes para o aroma de chocolate e alguns deles estdo listados na Imagem 16
(Belitz et al., 2004).
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Imagem 16 — Compostos volateis do cacau

Composto
3-metilbutanal

etil 2-metilbutanona
Hexanal

Desconhecido
2-metoxi-3-isopropilpirazina
(E)-2-Octenal
Desconhecido
2-etil-3,5-dimetilpirazina
2,3-dietil-5-metilpirazina
(E)-2-Nonenal
Desconhecido
Desconhecido
Fenilacetaldeido
(£)-4-Heptanal
8-Octenolactona

d-Decalactona

Qualidade do odor
Maltado
Frutado

Verde

frutado, ceroso
Terra
gorduroso, terra
Sebo

terra, torrado
terra, torrado
sebo, verde
pungente, grama
doce, ceroso
mel

biscoito

doce, coco

doce, péssego

Fonte: Adaptado de Belitz et al., 2004

Estas pirazinas sdo componentes aromaticos heterociclicos que aumentam de
concentracdo a partir do prosseguimento da torra, sendo que, deve-se ressaltar, que a queda do
teor de algumas pirazinas na améndoa, devido a sua volatilizacdo por conta do aumento da
temperatura da torracdo. Portanto, quando a torra é realizada com a temperatura adequada, a
guantidade de pirazinas aumenta, e por consequéncia ha uma qualidade superior no produto
final (Pezoa, 1989). Em 1988 aproximadamente 532 compostos aromaticos, foram isolados de
améndoas de cacau torradas, as quais foram identificados pelo menos 79 oriundos de pirazinas
(Tabela 1) (SILWAR, 1988).

Juntamente com a reacdo de Maillard, também sdo produzidas, por meio de
decomposic¢do, outros compostos aromaticos dos quais 0s mais importantes sdo os produzidos
por meio da termolise de peptideos, que gera principalmente as dicetopirazinas. O amargor
caracteristico de produtos oriundos torrados destaca-se por conta da presenga de dioxipirazinas,

assim como a teobromina a cafeina (Mascarés, 1993)
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Tabela 1 — Compostos Aromaticos Isolados das Améndoas Torradas de Cacau

Componentes niimero Componentes numero
1. Alifaticos (194) 4. Heterociclico (201)
Hidrocarbonetos 10 Compostos Oxigenados (37
Alcoois 18 Furanos 22
Aldeidos 16 Sulfetos 01
Cetonas, di e 18 Lactonas 06
hidroxicetonas Outros 08
‘f‘CidOS 35 Compostos Nitrogenados (140)
Esteres 44 Pirrois 14
Eteres, acetaldeidos 06 Pirris (halogenados) 0
Aminas 33 Piridinas 13
Nitrilos 01 Pirazinas 79
Compostos de enxofre 10 Ciclopentapirazinas 13
Quinoxaleinas 10
Outros 09
2. Aliciclicos (20) Thiazéis 09
Hidrocarbonetos 07
Alcoois 05 Oxazois 15
Cetonas, dicetonas 04
Eesteres 01
Outros 03 TOTAL 532
3. Aromaticos (93)
Hidrocarbonetos 32
Fenois 08
Alcoois 05
Aldeidos 05
Cetonas 05
Acidos 17
Esteres 13
Eteres, acetaldeidos 02

Compostos de Nitrogénio 04
Compostos de Enxofre 02

Fonte: Adaptado de Silwar (1988)
3.6.6 Prensagem e obtencdo da torta e manteiga

Tendo obtido o liquor, inicia-se a etapa da prensagem, onde é adquirido, através de
uma alta pressao, a manteiga, que é o produto de maior valor agregado numa processadora de
cacau, e em conjunto, é obtida a torta, com o teor de gordura reduzido cerca de 12-22% e uma
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alta concentracdo de cacau. Uma vez que é obtida a torta, faz-se necessario que a mesmo passe
por sucessivas moagens para que suas particulas sejam diminuidas e possam ser utilizadas
posteriormente (Minifie, 1999; Ferrdo, 2002; Beckett, 2008).

3.6.7 Moagem e producdo do p6 de cupuagu

Com arealizacdo da prensagem, as particulas de cacau e a gordura residual tornam-
se densamente compactadas na torta e usualmente séo submetidas a uma etapa de quebra antes

de serem reduzidas a p6 em moinhos (Minifie, 1999).

Uma parte po de cacau é flavorizada com baunilha, canela e outros condimentos, e
é destinada a producdo de bebidas achocolatadas, produtos de confeitaria e achocolatados
(Minifie, 1999; Beckett, 2008).

3.6.8 Alcalinizacdo

Este processo foi desenvolvido na Holanda em 1828, e primordialmente foi usada
com o intuito de mudar a tonalidade e aumentar a solubilidade do p6é do cacau em solucdes

aquosas, além de influenciar no aroma caracteristico (Minifie, 1999; Beckett, 2008).

A alcalinizacdo consiste no tratamento das améndoas (em desuso), nibs, liquor ou
po de cacau com solucdes basicas ou suspensdes basicas. Usualmente sdo usados carbonatos de
sodio ou potassio, usualmente na propor¢ao maxima de 2,5 a 3 equivalente alcali por 100 parte
do cacau. Com adicdo dessas solucdes basicas, ocorre a elevagdo do pH, que para a maior parte
das améndoas fermentadas varia de 5,2 a 5,6, para um valor de 6,8 a 7,5 (no caso do pé de cacau

preto, pode chegar até 8,5, sendo este utilizado como corante) (Minifie,1999).

Nos estudos de Dimick & Hoskin (1999), verificaram que os nibs de cacau da
Malésia e do Brasil sdo caracterizados por alta acidez e pouco aroma de chocolate, limitando o
desenvolvimento de possiveis atributos de aroma no processamento. As melhoras na qualidade
dos nibs e do liquor, podem ser adquiridas com tratamentos realizados por solucdes basicas, e
com a adicdo destas solucgdes para a diminuicdo da acidez, adquiriu-se uma intensificacdo no

aroma do cacau (Sharif, 1997).

As tortas podem ser divididas de acordo com o teor de gordura ou grau de
alcalinidade e podem ser misturados antes da polvilhacao, processo que normaliza o tamanho
do grédo do po e depois esfria porque a manteiga ainda presente no po cristaliza de forma estavel,

evitando possiveis descoloragdes (Souza, 2017).
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3.7 PROCESSAMENTO DO CUPULATE

De acordo com a Resolugédo n° 264, de 22 de setembro de 2005, classifica-se como
chocolate o produto elaborado a partir de derivados de cacau, massa, pé e/ou manteiga com
outras misturas, que deve conter no minimo 25% (g/100 g) de so6lidos totais de cacau. Portanto,
esta etapa da fabricacdo do chocolate segue as etapas de mistura dos ingredientes,

descascamento, conchagem, témpera, moldagem, resfriamento e modelagem (Nogueira, 2015).

O cupulate é o principal produto a ser produzido apds a obtencdo do liquor. O
cupulate pode ser definido como um produto homogéneo, adquirido através da jungdo de
produtos oriundo do cupuacu, sendo que eles podem ou ndo serem misturados entre si ou com
a juncao de leite e derivados, acucares/edulcorantes, assim como também outros aditivos e
agentes flavorizantes. A producéo do cupulate, por meio do método convencional, é constituido
de 6 etapas basicas como a mistura, conchagem, temperagem, moldagem e resfriamento (Codex

alimentarius, 2003)

A proporcdo dos ingredientes varia de acordo com a legislagdo do pais e
preferéncias do consumidor, sendo os ingredientes base para a producdo de chocolate, acUcar,
manteiga de cacau, cacau em po, leite em po, lecitina de soja (Richter; Lannes, 2007). A mistura
é a etapa que responsavel pela homogeneizacdo os ingredientes sélidos e liquidos, normalmente
em tachos aquecidos a 40°C, para facilitar na mistura com a manteiga (Luccas, 2001).

O processo de refino, corresponde a diminuicdo do tamanho das particulas da
massa, em que é submetida a acdo mecanica de forcas de atrito por rolos, a fim de obter uma
textura mais suave, também é responsavel pelo comportamento de fusdo e as propriedades
reoldgicas do cupulate. O procedimento seguinte, nomeado de conchagem, consiste em mexer
constantemente a massa, 0 que contribui para a formacdo da textura desejada, 0 que também
influencia no sabor final (Martins, 2007). O tamanho das particulas obtidas través deste
processo nao deve ser maior do que a 25, para que o consumidor ndo sinta uma “arenosidade”

ao consumir o cupulate (Cohen et al., 2004).

Por intermédio da conchagem as particulas solidas, como agucar e os nibs, sdo
envolvidas com gordura, separadas pelo atrito tornam-se arredondadas, auxiliando no
revestimento das particulas solidas pela gordura ocasionando a uma diminui¢do da umidade,
volatilizando os &cidos graxos e aldeidos (sendo esta diminuicdo cerca de 50%), a variacdo da

cor a emulsificacdo e oxidacdo de taninos (Efraim, 2009; Frisse, 1985). Esta etapa tem por
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duracdo média de 6-96 horas, com temperatura podendo variar entre 40-80°C (se for utilizado
uma temperatura maior pode-se causar uma desnaturacdo das proteinas do leite e, por
consequéncia, um empelotamento na massa, intensificando a RM, gerando um aroma de
gueimado). Quanto maior o tempo usado nesta etapa, melhor sera a qualidade do produto final.
Através da conchagem ocorre a melhora as propriedades fisicas do fluido, diminuindo o
coeficiente de viscosidade plastica de Casson, assim como ao acrescentar o emulsificante
lecitina de soja (Cohen & Jackix, 2009).

Der modo similar a produgéo do chocolate de cacau, os componentes das améndoas
de cupuagu, e os acidos e agucares que a envolvem, passam por um trabalho metabdlico
microbiano. A fermentacdo, somada com o forneamento e 0s outros processos, gera alteracdes
fisico-quimicas (Nazaré, 1990). Almeja-se, portanto, que essa etapa interfira na composicédo

dos bioativos do cupuagu.

A temperagem tem por finalidade formar cristais de gordura, que sdo importantes
para a solidificacdo e brilho do produto final, por meio do aumento da temperatura seguido de
resfriacdo da massa, de forma controlada (Martins, 2007). Inicia-se por meio de uma fusdo
completa e controlada da manteiga que, através de um tratamento térmico (40-45°C) e
mecanico, gera uma quantidade especifica de cristais uma forma mais estavel; seguido de um
resfriamento de 20-29°C, sob agitacéo, para que ocorra a cristalizagdo da gordura; com porterior
aquecimento (32°C), para derreter os cristais instaveis, mas ainda formando outros estaveis
(Pirouzian et al, 2020; Corzzini, 2017; Quast et al., 2007; Embrapa, 2003).

Por fim o chocolate é envolto por uma folha de aluminio para que seja protegido da
luz, umidade e odores externos, prevenindo assim a volatilizacdo prematuras de certas

componentes aromaticos.

3.8 COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NO PROCESSO FERMENTATIVO

De acordo com os estudos de Cros et al. (1982), os principais compostos fenolicos
sdo as leucocianidinas, catequinas e antocianinas, que representam respectivamente 58%, 37%
e 4% do total. Durante o processo fermentativo, esses compostos fenolicos, que estdo presentes
nas células de pigmentos dos cotilédones da améndoa, se difundem através do liquido celular,
passam por um processo de oxidacdo seguido de sua condensagcdo em moléculas de elevado

peso molecular, como por exemplo taninos (HANSEN et al., 1998).
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Tais compostos estdo associados com o sabor caracteristico de chocolate; entretanto
€ necessario que sejam liberados das suas células armazenadoras durante a fermentacao. Caso

iSs0 ndo ocorra, 0 produto final ndo possuira seu sabor caracteristico (Rohan, 1964).

Alguns dos aminoacidos que séo produzidos da hidrélise proteolitica no decorrer
da fermentagdo, complexam-se com constituintes fendlicos, como as quinonas por exemplo.
Essa complexacdo diminui o sabor desagradavel e a adstringéncia do cacau, oriundos da
inalteracdo das proteinas que sdo submetidas a temperaturas elevadas na etapa da torra (Forysth
et al., 1958).

Existe uma reducdo na quantidade de compostos fendlicos durante a fermentacao
que, de acordo com os estudos de Cros et al. (1982) a quantidade inicial € diminuida em cerca

de 70% ap0s oito dias de processo fermentativo.

Yoshiyama & Ito (1996), estudaram a variacdo dos compostos fendlicos das
améndoas que foram pouco fermentadas, e que foram submetidas ao aquecimento por
autoclavagem (120°C/10 minutos), seguida de torra (120°C/20 minutos); e puderam concluir
gue 0s compostos permaneceram presentes em 84%. Essa diminuicdo é devida as elevadas
temperaturas que as améndoas sdo colocadas, na presenca de oxigénio, aumentando portanto a

oxidacéo dos polifenois.

3.9 ANALISE FITOQUIMICA DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Todos os seres vivos possuem atividade metabdlica, o0 metabolismo é o conjunto
das reagdes quimicas que acontecem no interior da célula. Tratando-se das células vegetais, 0
seu metabolismo costuma ser dividido em primério e secundario (Vainstein et al., 2001).
Compreende-se por metabolismo primario, um conjunto de reacfes/processos metabdlicos que
tem funcdo principal no vegetal, como a fotossintese, a respiracdo celular e o transporte de
solutos. Dentre os compostos envolvidos no metabolismo primario das plantas, que possuem
distribuicdo universal sdo, os aminoacidos, lipidios, nucleotideos, carboidratos e da clorofila.
J4, por outro lado, o metabolismo secundario gera compostos que ndo possuem uma distribuicdo
universal, pois estes ndo sdo necessarios para todas as plantes (Vizzotto et al., 2010).

Existem 3 grandes grupos metabolitos secundarios: compostos fendlicos, terpenos
e alcaloides. Os compostos fenolicos sdo derivados do acido chiquimico ou do acido

mevaldnico; os terpenos sdo gerados a partir do acido mevaldnico (localizado no citoplasma da
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célula) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto); e os alcaloides, que séo oriundos de
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico e,
também, de aminoéacidos alifaticos (ornitina, lisina) (Vizzotto et al., 2010).

E existente uma quantidade enorme de metabdlitos secundarios que podem ser
toxicos ou benéficos para a saltde do consumidor; como os flavonoides que auxiliam na
prevencéo e atenuacgdo de doencas (Sanbongi et al., 1998; Wollgast & Anklan, 2000; Vinson et
al., 2006; Sies et al., 2005; Grassi et al., 2005; Heiss et al., 2007), sendo que grande parte dos
beneficios adquiridos ao consumirem derivados do cacau é devido a proantocianidinas
(Wollgast & Anklam 2000; Steinberg et al., 2003); flavondis, compostos de pigmento amarelo
claro (Bobbio & Bobbio, 1995), tem sido relacionado com a inibi¢do de canceres, conformes
os estudos de Pimentel et al. (2005); antocianinas, encontrados em frutas escuras, possuim um
papel importante na prevencdo de algumas doencas devido seu potencial antioxidante
(Martinez-Florez et al., 2002; Kuskoski et al., 2004; Downham et al., 2000); alcaloides, podem
provocar distlrbios neuropsiquicos como a escopolamina e a hisoscinamina (Bevilaqua et al.,
2007). Diante disto, faz-se necessario realizar estudos visando a verificacdo da presenca ou

auséncia dos metabdlitos secundarios presentes nos alimentos que serdo consumidos.

3.10 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE

A quantificacdo espectrofotométrica dos compostos fendlicos totais é realizada por
meio de uma variedade de metodologias, entretanto, a que mais se € utilizada é a que faz uso
do reagente de Folin-Ciocalteu (Singleton; Rossi, 1965). Este reagente € formado por misturas
dos &cidos fosfomlibidico e fosfotunguistico, onde o molibdénio e o tungsténio encontram-se
no estado de oxidacédo 6+, todavia, dependendo dos agentes redutores presentes no meio, como
ao compostos fendlicos, produzem-se o molibdénio azul e o tungsténio azul, identificados por
espectrometria em comprimento de onda de 720 a 760 nm, onde a média do seu estado de
oxidagdo dos metais se encontra no intervalo de 5-6, cuja a sua cor possibilita a determinagéo
da concentracdo das substancias redutoras, que podem ou ndo serem compostos fenolicos
(Sousa et al., 2007; Bonoli et al., 2004; Damiani et al., 2014).

Figura 16 - Reacdo do acido galico com molibdénio, componente do reagente de
Folin-Ciocaulteau.
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Certos indicativos epidemiolédgicos, mostram que ha uma crescente procura dos
consumidores para produtos que contenham quantidades significativas de antioxidantes, em
vista disso, houve também um aumento do numero de metodologias para determinar a
capacidade antioxidante destes alimentos, que podemos citar, entre os proncipais: FRAP (que
baseia-se na reducéo do ins de ferro), DPPH (baseado na captura do radical organico) e o ABTS
(Frankel & Meyer, 2000; Aruoma, 2003; Péres-Jiménez & Sauracalixto, 2006).

A metodologia utilizando como radical o ABTS, pode ser usada tanto para extratos
hidrofilicos quanto para extratos lipofilicos e a forma como seus resultados s&o expressos sdo
em TEAC (atividade antioxidante total equivalente ao trolox), facilitando assim a comparacao
com outros estudos. Este radical 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- &cido sulfénico) pode ser
formado através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica; onde normalmente se
usa o persulfato de potassio quando realizada. O radical que é formado, é cromdéforo, estavel e
com uma alta solubilidade em agua e um maximo de absorvancia de 414nm, com leituras
secundarias em 645nm, 734nm e 815nm (Miller et al., 1993; Rufino, 2007).
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Figura 17 - Estabilizac8o do radical ABTS™ por um antioxidante.
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Fonte: RUFINO et al (1999).

3.11 TESTE DE CORTE

O teste de corte é um forte indicativo da qualidade interna das améndoas
fermentadas, secas e torradas (Icco, 2011; Brasil, 2008). Esta verificacdo se da por meio de um
corte longitudinal que nos da um indicativo da presenca e auséncia de compostos fenolicos na
améndoa (Efraim et al., 2010), por exemplo os cotilédones das améndoas do cacau Forasteiro
possuem coloracdo violeta, indicando assim a presenca de compostos fendélicos, e, no decorrer
do processo fermentativo, acontece uma difusdo dos contetdos celulares permitindo assim
reacOes bioguimicas que, por consequéncia, mudam a coloracao para marrom e a ha a formacéo
de sulcos (depressdo linear encontrada no interior dos cotilédones) (Brito, 2000; Efraim et al.,
2011).

De acordo com a Instrucdo Normativa n°38, de 23 de jundo de 2008, do MAPA, as
améndoas devem estar limpas, secas, verificar seus requisitos de qualidade, amostragem,
apresentacdo. Para a améndoas do Tipo 1 e 2, a umidade pode se encontrar em até 8% e para 0s
Tipo 3, até 9% (Brasil, 2008).

4.MATERIAL E METODOS
4.1 COLETAS DO CUPUACU

As amostras foram adquiridas, no Mercado do Ver-O-Peso, e levadas para o Centro
de Ciéncias Naturais e Tecnologia (CCNT) da Universidade do Estado do Pard (UEPA) para

dar inicio ao processo de beneficiamento do cupuagu.
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4.2 HIGIENIZACAO

Apbs a coleta, foi realizada uma pré-selecéo, descartando os frutos com injurias,
para poder dar inicio a limpeza, feita manualmente com agua corrente, no Laboratorio de
Quimica do CCNT/UEPA.

4.3 DESPOLPAMENTO

Terminada a limpeza dos frutos, eles foram despolpados, com o auxilio de uma faca
de aco inoxidavel, manualmente com cuidado para que ndo ocorresse nenhuma contaminacao

e nem a quebra da améndoa.

4.4 FERMENTAGCAO DAS AMENDOAS DO CUPUACU SEM ADICAO DE POLPAS DE
FRUTAS (FERMENTACAO CONTROLE)

Cerca de 2Kg de améndoas do cupuacu, apos despolpamento manual, foram
acondicionadas para fermentar (com 300g da polpa do cupuacu), em um cocho de madeira (30
x 30 x 40 cm), com furos na parte de baixo, com o intuito de separar o exsudado, e recoberto

com folhas de bananeira, para auxiliar na temperatura. Imagens 18, e 19.

Imagem 18 — Cocho Fermentativo Revestido de folhas de Bananeira sem Améndoas

Fonte: Autora
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Imagem 19 — Cocho com massa fermentativa recoberta por folhas de bananeira

Fonte: Autora

A cada 24 horas, massa fermentativa passou por um processo de homogeneizacao,
com o auxilio de uma colher de madeira; apds completar toda a fermentagdo, 0 mosto

fermentativo foi retirado para iniciar a produgéo do cupulate em barra.

4.5 FERMENTACAO DAS AMENDOAS DO CUPUACU COM ADICAO DAS POLPAS
DE ACAI E PINHA

A segunda fermentacdo foi realizada da mesma maneira que a fermentagéo
controle, diferenciando-se apenas na adicdo das polpas das frutas: pinha (Imagem 20), cupuagu
(Imagem 21), acai (Imagem 22) (totalizando 300g de polpa na massa fermentativa, sendo 100g

para cada fruta). Na imagem 23 mostra a massa fermentativa com as folhas de Bananeira.

Imagem 20 — 1009 de Pinha

Fonte: Autora
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Imagem 21 — 100g de Cupuagu

Fonte: Autora

Imagem 22 — 100g de Acai

g
Fonte: Autora

Imagem 23 — Mistura das 3 Polpas de Fruta

Fonte: Autora
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Imagem 24 — Massa Fermentativa revestida com as Folhas de Bananeira

Fonte: Autora

4.6 DETERMINAGCOES FiSICO-QUIMICAS DURANTE O PROCESSO FERMENTATIVO

O acompanhamento fisico-quimico do processo fermentativo das sementes foi
realizado diariamente, no Laboratorio de Quimica e no Laboratério de Alimentos da UEPA,
pelas determinacdes de temperatura, acidez, °Brix e pH do material (AOAC, 2011), teste de
corte e controle fitoquimico. Sendo que todas as andlises foram realizadas em triplicata, com
excecdo da andlise fitoquimico.

4.6.1 Temperatura

As tomadas de temperatura das améndoas durante o processo fermentativo foram

realizadas com o auxilio de um termdmetro.
4.6.2 Acidez e pH

Para determinacdo da acidez, foram pesadas trés vezes cerca de 2g de améndoas,
seguidas de agitacdo, com 20 mL de &gua destilada. Do extrato obtido, foi retirado 10 mL para
ser titulado com o NaOH a 0,1M. Desse mesmo extrato, foi realizada a leitura do pH, através
do pHmetro (MS TECNOPON- mPA210).

4.6.3 °Brix (S6lidos Soluveis)

A determinagdo do teor de sélidos soluveis foi realizada através da leitura no
refratdmetro de méo, com escala de 0 a 45°C, conforme o Instituto Adolf Lutz (2017).
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4.6.4 Teste de Corte

A analise de teste de corte foi realizada de acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 38
de 23 de junho de 2008 (MAPA), onde améndoas foram cortadas transversalmente para a
avaliacdo da coloragdo (marrom, intermediaria e violeta) e se havia a compartimentacdo dos

cotiledones (sucos formados durante a fermentag&o).

4.7 ANALISES DAS AMENDOAS SECAS E TORRADAS
4.7.1 Preparo do Extrato Bruto

A metodologia usada para o preparo da amostra foi baseada em Summa et al.
(2006), e para a extragdo usando metanol como solvente baseou-se em Jonfia-Essien et al.
(2008).

A extragdo foi feita em triplicata homogeneizando-se cerca de 0,5g de amostra
desengordurada, pelos dois métodos mencionados anteriormente (soxhlet e a frio), com mais
20mL de metal/dgua na propor¢do de 80:20, com o auxilio de um agitador magnético por 30
minutos. Seguido a este processo, este contetudo foi filtrado a vacuo, utilizando papel de filtro
Whatman n® 6 e armazenados em frascos ambar, para as posteriores analises (Compostos

fendlicos, fitoquimica e capacidade antioxidante).

4.7.2 Analise Fitoquimico
Todas as andlises fitoquimicas seguiram o procedimento de Matos (1998), com o
intuito de verificar a presenca de compostos bioativos na améndoa como: fendis, taninos
pirogalicos, taninos flobafénicos, antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavondis, xantonas,
chalconas, auronas, flavonois, leuco antonocianidinas, catequinas, flavanonas e flavononois.
Para tais estudos foram analisadas amostras secas e torradas da améndoa do cacau
em quatro diferentes solventes (Etanol 80%, Metanol 80%, Agua, Acetona 70% e Hexano) e a

andlise da eficiéncia dos extratos foram avaliados a partir da intensidade de sua coloracdo.

4.7.3 Compostos Fendlicos

Foi determinado através do método proposto por Singleton e Rossi (1965) e
modificado por Georgé et al. (2005), realizado em espectrofotbmetro numa absorvancia de
760nm, utilizando como solucdo extratora acetona/agua 70:30, carbonato de sodio 7,5% e o
reagente de Folin-Ciocalteu.
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Em seguida, foi realizada uma curva padrdo de &cido galico, elaborada com as
concentragdes: 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L. Posteriormente, foram lidas as absorbancias a 760nm
no espectrofotdmetro, utilizando cubetas de plastico, o conteudo de compostos fenolicos totais,
portanto, foi calculado utilizando a equacao linear, baseada na curva padrdo de calibracéo,
onde o eixo Y equivale a absorbancia, e 0 eixo X a concentracdo de acido galico (mg/L) e seu
resultado foi expresso em mg equivalentes de &cido galico/100g de amostra.

4.7.4 Analise da Capacidade Antioxidante

O extrato que foi usado para a analise foi 0 mesmo das determinagdes anteriores. A
analise quantitativa para a capacidade antioxidante foi feita sequindo o método proposto por
Ruffino et al. (1999). A curva de calibracéo feita com o padrdo Trolox com concentracdes de
250, 500, 1000, 1500 e 2000 mg/L, sendo que os resultados s&o interpolados na curva de
calibracdo e expressos em atividade antioxidante em uM Trolox.g-1 (RUFINO et al, 2007a).

Posteriormente, foram realizadas quatro dilui¢bes (20%, 40%, 60%, 80% e 100%)
a partir do extrato, as quais serdo analisadas em triplicata. Logo em seguida foi feita a leitura
no espectrofotdmetro.

4.7.5 Determinaciao de HMF
Os preparos dos reagentes usados na andlise, foram seguidos pelo método de
Zenebon et al. (2005),

Foram preparadas de inicio trés solucfes sendo elas: Carrer I, composta por 15g de
ferrocianeto de potéassio; ja a Carrer 11, é feita com 30g de acetato de zinco; e por ultimo, foi

feita uma solucdo padrédo de Bissulfito 0,2%.

Foram pesadas, para a andlise cerca de 0,59 de cada amostra com gordura e
desengordurada, totalizando 8 amostras de cada processo fermentativo. Esta amostra foi diluida
com o auxilio de 4gua destilada, e colocada num baldo volumétrico de 50mL, antes de aferi-lo
foram adicionados 0,5mL de Carrer | e mais 0,5 mL de Carrer 1l. Tendo aferido o baldo, foi

agitado e deixado em repouso.

Em seguida, o que estava no baldo foi filtrado a vacuo, e o filtrado foi usado para a
leitura no espectrofotdmetro nas 284nm e 336nm, cujas as absorbancias adquiridas foram

utilizadas na formula abaixo.
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(284nm — 336nm) x 149,7 x 5
Py

HMF =

4.8 PREPARO DO CUPULATE EM TABLETES

Os seguintes processos, exemplificados no fluxograma 1 abaixo, foram realizados
nos Laboratorios de Alimentos e Quimica da Universidade do Estado do Para, no Centro de

Ciéncias Naturais e Tecnologia, Campus V.

Fluxograma 1 — Etapas de Elaboracdo do Cupulate em Tabletes

Secagem

Torragem

a4

G"riturac;éo e MoagenD

l

(Alcalinizac;éo e Prensagem)

l

(Adi(;ﬁo e Mistura de Ingredienteg

Refino

Conchamento

Modelagem

Resfriamento

Fonte: Autora

4.8.1 Secagem

As améndoas do cupuagu, depois de fermentadas, foram secadas artificialmente até

atingir, no maximo, 6% de umidade residual, que foi aferida por uma balanca infravermelho.
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4.8.2Torragem

Apds estarem secas, as améndoas foram torradas durante cerca de 120-150°C/5-20
minutos, com o auxilio de assadeiras em um forno industrial. Durante esse processo, as
améndoas foram constantemente agitadas para que a torragcdo ocorresse de maneira uniforme.

As condigdes de tempo e temperatura foram baseadas na metodologia de Voigt et al. (1994).

4.8.3 Trituracdo E Moagem

Posterior ao processo de torragem, essas améndoas, j& previamente descascadas,
passaram por um processo de trituracdo, através de um multiprocessador. Em seguida, essas

particulas foram moidas por moedor de gréos, até formar a massa do liquor.
4.8.4 Alcalinizacéo e Prensagem do Liquor

Foi adicionada, ao licor do cupuacu, uma solucéo alcalina (NaOH 0,1M) para que
fosse atingido um pH préximo ao neutro. Em seguida, esse liquor passou por uma prensagem
em temperatura de 60°C, para que a manteiga fosse separada da torta de cupuacu.

4.8.5 Adicdo e Mistura dos Ingredientes

Nesta etapa, todos os ingredientes foram homogeneizados (40°C) em pé com o0s
liquidos e semi-liquidos até adquirir-se uma massa adequada para o processo do refino. A
quantidade dos ingredientes variou de acordo com o cupulate em equestdo, como mostra na

Tabela abaixo.

Tabela 2 — Quantidade dos Ingredientes de cada Formulacéo

Formulagdo do Cupulate em Barra

Cupulate Ao
Leite Cupulate 50%

% g % g
Manteiga 6,5 34,1 9 42,5892
Leite 38 199,6 23,5 219,4664
Acucar 24 126,1 11 58,3
Lecitina 0,4 2,1 0,4 2,3555
Baunilha 0,1 0,5 0,1 0,58889
Améndoa 31 162,8 56 265
TOTAL 100 525,2 100 588,3

Fonte: Autora
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4.8.6 Refinamento

No processo do refino a massa passou novamente pelo moedor de graos, com o

intuito de melhor formacgéo da massa para evitar a sua aeracgao.
4.8.7 Conchamento

Neste processo a massa, ja refinada, recebeu uma nova quantidade de manteiga de
cupuacu, seguida de agitacdo com constante aquecimento (até 60°C), resultando numa massa

liquida e cremosa com textura e brilho, semelhantes ao do chocolate.
4.8.8 Modelagem e Resfriamento

Terminado o conchamento, a massa, ainda aquecida a 60°C, foi acondicionada nos

moldes para que o cupulate obtivesse o formato desejado.

As férmas foram colocadas para resfriar em temperatura controlada entre 12-15°C,
para facilitar a liberacdo do produto dos moldes. Tendo terminado este processo, o cupulate foi

estocado sob temperatura de 20°C.

4.9 DETERMINACOES FiSICO-QUIIMICAS NO CUPULATE

As seguintes determinacdes foram realizadas nos Laboratérios de Alimentos e
Quimica da Universidade do Estado do Para, no Centro de Ciéncias Naturais e Tecnologia,
Campus V.

4.9.1 Determinacao de pH

A anélise foi realizada na propor¢do 1:1, onde a cada 1g de amostra foi diluida e
homogeneizada com 10mL de agua destilada. Posteriormente, ap6s diluido, o pH foi

determinado com o auxilio do Phmetro previamente calibrado.
4.9.2 Determinagao de Acidez

Foi realizada, em triplicata, pelo método de titulacdo utilizando solucdo de
hidroxido de sodio 0,1 M conforme metodologia descrita pelas Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (2008) e AOAC (1995), as quais foram expressas em meq NaOH n/g.

Foram pesadas cerca de 2g de amostra, misturadas com 20mL de &gua destilada

previamente aquecida a uma temperatura inferior a 60°C, para que ndo ocorresse uma possivel
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caramelizacdo da amostra, com o intuito de facilitar a homogeneizagdo. Posteriormente este
contetdo foi usado para fazer a titulometria com NaOH 0,1M. O método usado na titulacéo foi
0 da potenciometria, onde se ¢ verificado quando de mL de NaOH 0,1M s&o gastos até chegar
num pH de 8,03.

4.9.3 Determinacgdo de Umidade

Foram pesadas, em triplicata, 3g da amostra em uma balanca analitica, numa
capsula de porcelana, previamente tarada e tratada. Em seguida, a capsula foi levada a estufa,
com circulacdo forcada de ar, a 65°C, até peso constante. ApoOs ser retirada da estufa, foi

acondicionada num dessecador com silica gel para serem resfriadas.

O percentual de umidade foi calculado de acordo com a metodologia da AOAC

(2005), onde é feita pela diferenca do peso final em relagéo ao inicial.
4.9.4 Determinacao de Cinzas

O teor de cinzas foi realizado em triplicata e determinado por incineracdo em mufla

a 550% finalizada com as cinzas apresentando cor branca (Lutz, 2008).

O peso final foi registrado; a quantidade de cinzas foi calculada pela diferenca entre
a massa inicial e a final; o percentual se deu pela razdo desta diferenca com o pes inicial da

amostra, multiplicado por 100 (Lutz, 2008)
4.9.5 Determinacdo de Lipidios
4.9.4.1 Extracdo de Gordura por Soxhlet

A determinacdo de lipidios totais foi feita através do método por extracdo em

aparelho Soxhlet com utilizacdo de hexano como solvente (AOAC, 2011).
4.9.4.2 Extracdo de Gordura A Frio

Foram pesadas cerca de 3 gramas de amostras (améndoa torrada, seca, barra de
cupulate ao leite e 50%), posteriormente foi adicionado 120mL de solvente (hexano), sendo

assim uma proporcao de 1:4, seguida de agitacdo por 60 minutos.

Finalizada a agitacao, foi iniciado o processo de filtracéo a vacuo. O papel de filtro,
ja previamente pesado, foi aferido com a amostra desengordurada; o solvente, ainda com
gordura foi levado para o Soxhlet, onde passou-se por dois processos: separacdo do solvente e

da gordura, e sua purificacao.
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Tais pesos verificados durante essa extracdo, foram utilizados para o célculo final
da quantificacdo de lipideos de cada amostra.

4.9.6 Determinacdo de Proteina

Foi feita pelo método Micro-Kjeldahl, do teor de nitrogénio total de acordo com a

metodologia da AOAC (2011), com fator de conversao do nitrogénio para proteina de 6,25.
4.9.7 Determinacdo de AgUcares Redutores, Ndo Redutores e Totais

Foi realizada atraves de uma adaptacdo do metodo de DNS, desenvolvido por
Maldonade, Carvalho & Ferreira (2013), que consiste na capacidade do (DNS) ser reduzido
pela glicose a composto nitroamino andlogo (&cido 3-amino-5-nitrosalisilico), altamente

pigmentado (Imagem 25)
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Imagem 25 — Reagdes envolvidas no método de DNS
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Fonte: Maldonade, Carvalho & Ferreira (2013)

Foi pesado cerca de 0,5g de cada amostra, que foram diluidas com o auxilio de agua
destilada, e 0 2mL de HCI 2M em banho maria em ebuli¢éo por cerca de 10 minutos. Resfriou-
se a amostra com banho de gelo e acrescentou-se, posteriormente, 2mL de NaOH 2M e

homogeneizou-se.

Num tubo de ensaio adicionou-se 0,25mL do filtrado (feito para quantificar os
redutores e os totais) e 0,25 da solucdo padrédo de DNS, submeteu-se ao aquecimento em &gua
fervente, resfriou-se até temperatura ambiente, adicionou-se 4mL de tartarato de sddio e
potassio no mesmo tubo, agitou-se e levou-se para o espectrofotdmetro para realizar a leitura

em 540nm.
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Para a determinacdo dos agUcares ndo-redutores basta apenas realizar a diferenca
entre os resultados obtidos das leituras dos agUcares totais e redutores.

4.9.7 Determinacdo de Carboidratos

Seré feita, de acordo com Holland et al. (1994) pela diferenca entre a umidade,

cinzas, proteina e lipidios, por meio da formula abaixo.

100 — (% umidade + % cinzas + %proteina + %lipidio)

4.10 ANALISES DE COMPOSTOS BIOATIVOS NO CUPULATE

As seguintes analises foram realizadas no Laborat6rio de Quimica da Universidade
do Estado do Para, localizado no Centro de Ciéncias Naturais e Tecnologia-Campus V.

4.10.1 Preparo do Extrato Bruto para as Analises de Compostos Bioativos

A metodologia que sera empregada para o preparo da amostra desengordurada foi
baseada em Summa et al. (2006), e para a extragdo usando metanol como solvente ¢ baseada
em Jonfia-Essien et al. (2008).

A extragdo foi feita em duplicata homogeneizando-se cerca de 0,5g de amostra
desengordurada, pelos dois métodos mencionados anteriormente (soxhlet e a frio), com mais
20mL de metal/dgua na proporcao de 80:20, com o auxilio de um agitador magnético por 30
minutos. Seguido a este processo, este contetido foi filtrado a vacuo, utilizando papel de filtro

Whatman n° 6 e armazenados em frascos ambar.

4.10.2 Teste Fitoquimico

A metodologia seguida foi a mesma que a usada para as améndoas secas e torradas.
E os resultados foram apenas expressos em positivos e negativos, de acordo com cada reacdo e
a intensidade da coloragdo apresentada.

4.10.3 Compostos Fendlicos

Foi determinado pelo método proposto por Singleton e Rossi (1965) e modificado

por Georgé et al. (2005), feita em espectrofotdometro e lendo as absorbancias a 760nm,
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utilizando como solucdo extratora acetona/dgua 70:30, carbonato de sodio 7,5% e o reagente
de Folin-Ciocalteu.

Por conseguinte, realizou-se uma curva padrdo de acido galico que foi elaborada
com as seguintes concentragdes: 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L. Em seguida foram lidas as
absorbéancias a 760nm no espectrofotdmetro, utilizando cubetas de pléstico, o conteudo de
compostos fendlicos totais, portanto, foi calculado utilizando a equacgéo linear, baseada na
curva padrdo de calibracdo, onde o eixo Y equivale a absorbancia, e 0 eixo X a concentracao
de &cido galico (mg/L) e seu resultado foi expresso em mg equivalentes de &cido galico/100g

de amostra.

Semelhante ao que foi realizado nas amostras de améndoa seca e torrada,

diferenciando-se apenas na diluicdo das concentragdes dos seus extratos.

4.11 ATIVIDADE ANTIOXIANTE NO CUPULATE
4.11.1 ABTS

AS leituras serdo realizadas nas quatro dilui¢des (10%, 30%, 50%, 70% e 100%) a
partir do extrato, que serdo analisadas, de acordo com Ruffino et al. (2007) em triplicata. Logo

em seguida foi feita a leitura no espectrofotdometro.

Semelhante ao que foi realizado nas amostras de améndoa seca e torrada,
diferenciando-se apenas na diluicdo das concentragdes dos seus extratos.

4.12 ANALISE DE HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)

O preparo dos reagentes foi seguido pelo método de Zenebon et al. (2005), que foram

explicados na andlise realizada nas améndoas secas e torradas

Foram pesadas, para a analise cerca de 0,59 de cada amostra com gordura e
desengordurada, totalizando 8 amostras de cada processo fermentativo. Esta amostra foi diluida
com o auxilio de 4gua destilada, e colocada num baldo volumétrico de 50mL, antes de aferi-lo
foram adicionados 0,5mL de Carrer | e mais 0,5 mL de Carrer Il. Tendo aferido o baldo, foi

agitado e deixado em repouso.
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Em seguida, o que estava no baldo foi filtrado a vacuo, e o filtrado foi usado para a
leitura no espectrofotdmetro nas 284nm e 336nm, cujas as absorbancias adquiridas foram

utilizadas na formula abaixo.

(284nm — 336nm) x 149,7 x 5
Py

HMF =

Sendo que o fator 149,7 originou-se da razdo do peso molecular do HMF (126),
absortividade molecular do HMF a 284nm (16830), conversdo se unidade de grama para
miligrama (1000), diluicdo da amostra (10) e conversdao de grama pra quilograma (100),

conforme demonstrado na equagéo abaixo:

126 , 1000 , 1000
16830 10 5

Fator = 149,7 =

4.13 ANALISES MICROBIOLOGICAS NO CUPULATE

As analises microbiolégicas, de contagem de coliformes totais e fecais, Salmonella
spp, bolores e leveduras, bactérias mesofilas e Bacillus cereus. foram realizadas de acordo com
a Instrucdo Normativa n°® 62, de 26 de agosto de 2003 e com a metodologia de Silva et al.
(2017), e os resultados foram comparados com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria pela
RDC n° 12 de 2001.

4.13.1 Coliformes Totais e Termotolerantes
4.13.1.1 Teste Presuntivo

Foi realizada pela técnica de tubos maltiplos seguindo a metodologia de Silva et al.
(2017). Para a primeira dilui¢do foi homogeneizado 25 g de amostra de Cupulate em barra,
com 225 mL de Agua Peptonada 0,1 %, esta seria a diluicdo 107%. Para a segunda diluicdo foi
transferido 1 ml da diluicdo 107 para um tubo contendo diluente, sendo esta a diluigdo 102,
Para a terceira diluigdo foi transferido 1 ml da dilui¢do 1072 para um tubo contendo diluente,
sendo esta a diluicdo 107, Todos os tubos contendo os diluentes continham 9 mL de Agua
Peptonada 0,1%.

Partindo das dilui¢Bes preparadas, foi transferido 1 mL da diluigdo 10 para um
tubo contendo 10 mL de Caldo Lauryl Sulfato Triptose, com tubos de Duhran invertidos, em
triplicata. O mesmo se fez com as diluigdes 102 e 103, Os tubos foram incubados em estufa a

359 C/24-48 horas.
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4.13.1.2 Teste Confirmativo

Tendo passado as 48h, os tubos com presenca de gas foram reservados, e foram
transferidas alcadas com alca de platina de cada cultura de caldo Lauryl para o tubo contendo
10 ml de Caldo Verde Bile Brilhante para coliformes totais, apds isso tubos foram incubados
a 35°C de 24-48 horas.

Do mesmo modo, os tubos com presenca de gas foram reservados, e foram
transferidas alcadas com alca de platina de cada cultura de caldo Lauryl para o tubo contendo
10 ml de Caldo Escherichia coli para coliformes fecais, apds isso tubos foram incubados em
banho-maria a 46° de 24-48 horas.

Para a quantificacdo de coliformes totais e fecais foi utilizada a técnica do Numero

Mais Provavel (NMP) na tabela de NMP para as dilui¢bes inoculadas.

4.14.1 Bolores e Leveduras

Para a primeira diluicdo foi homogeneizado 25 g de amostra de cupulate, com 225
mL de Agua Peptonada 0,1 %, esta seria a dilui¢do 10, Para a segunda diluicdo foi transferido
1 ml da diluigdo 10! para um tubo contendo diluente, sendo esta a diluigio 102, Para a terceira
diluicdo foi transferido 1 ml da diluicio 1072 para um tubo contendo diluente, sendo esta a

diluicdo 1073, Todos os tubos contendo os diluentes continham 9 mL de Agua Peptonada 0,1 %.

Posteriormente, foi transferido 0,1 mL de cada diluicdo para placas previamente
preparadas contendo meios de cultura Agar Dextrose de batata (PDA) resfriado e feito o
espalhamento com uma alca de Drigaslky estéril cuidadosamente. Apds isso, as placas foram
invertidas e incubadas a 27°C por 5 dias. Ap6s o periodo de incubacédo, as coldnias foram
contadas em um contador de col6nias e realizados os calculos para unidades formadoras de
colénia (UFC/qg).

4.14.2 Bactérias Mesofilas

Na primeira dilui¢do foi homogeneizado 25 g de amostra de cupulate em barra, com
225 mL de Agua Peptonada 0,1 %, esta seria diluicdo 10. Para a segunda diluicdo foi
transferido 1 ml da diluigdo 107 para um tubo contendo diluente, sendo esta a dilui¢do 107,
Para a terceira diluicdo foi transferido 1 ml da diluigio 102 para um tubo contendo diluente,
sendo esta a diluicio 10, Todos os tubos contendo os diluentes continham 9 mL de Agua
Peptonada 0,1 %.

Depois disso, foi transferido 1 ml de cada diluicdo em placas de petri previamente
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esterilizadas e vazias, e adicionados 15 mL de Agar Padréo para contagem (PCA) previamente
fundido e resfriado. Misturou-se o indculo com o0 meio em uma superficie plana, movimentado
cuidadosamente em movimentos circulares no sentido horario e anti-horario a fim de ser ter

homogeneidade do inoculo com o meio de cultura.

Feito isso, apds a solidificacdo total do meio nas placas, elas foram invertidas e
incubadas a 35°C por 48 horas. Apds o periodo de incubacéo, as coldnias foram contadas em

um contador de col6nias e realizados os calculos para unidades formadoras de col6nia (UFC/g).

4.13.5 Salmonella sp

Primeiramente, foi feito o pré enriquecimento das amostras de cupulate em barra.
Pesou-se 25 g de amostra e se homogeneizou com 225 ml de Agua Peptonada Tamponada
(BPW), e depois foi incubada a 35°C por 24 horas. Terminado esse periodo de incubacao, foi
feito o enriquecimento seletivo. Se adicionou 1 ml da cultura pré-enriquecida em tubos
contendo 10 ml de meio Caldo Selenito Cistina, assim como também em tubos que continham

10 ml de caldo Tetrationato. Depois disso, os tubos forma incubados a 35°C por 24 horas.

Posteriormente, nos tubos com Caldo Selenito Cistina e Tetrationato foram feitas
alcadas com alca de platina e estriadas em placas contendo meio Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD), outras contendo Agar Bismuto Sulfito (BS), e outras com Agar Verde

Brilhante (BG).As placas foram invertidas e incubadas a 35°C por 24 horas.

Apos isso, foram feitas a confirmacao preliminar das colnias. Sendo que para cada
meio de cultura, as colénias de Salmonella se caracterizam de forma distinta: as placas contendo
Agar XLD, as coldnias se caracterizam de cor rosa escuro, com o centro preto e uma zona
avermelhada levemente transparente ao redor; ja as placas contendo Agar BS apresentam
coldnias castanhas, cinzas ou pretas, com ou sem brilho metélico; as placas contendo BG, as

colbnias se apresentam opacas e réseas, lisas e com bordas rodeadas por halos vermelhos.

Foram selecionadas possiveis colbnias tipicas de cada placa e retiradas com a alga
de platina e incubadas em tubos inclinados contendo Agar Triplice de Agucar Ferro (TSI),

outroscom Agar Lisina Ferro (LIA). Os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas.

Apos esse periodo, observou-se a possivel ocorréncia de reagéo tipica positiva ou
negativa: em TSI, a superficie avermelhada e o fundo do tubo amarelado, com ou sem
escurecimento; enquanto que em LIA, a superficie e o fundo se apresentam roxos com

gscurecimento
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CONTROLE FISICO-QUMICO DA FERMENTACAO

Nos graficos 1 e 2 e nas tabelas 2 e 3 estdo apresentados os comportamentos das
andlises de °Brix, pH, Temperatura e % de acidez total, do processo fermentativo I (controle) e
I1 (com adicéo de polpas de frutas).

As améndoas recém-despolpadas iniciaram a fermentacdo com a temperatura um
pouco acima de 21°C (T0) sendo que esta seguiu em constante aumento até o quinto dia, quando
ultrapassou a 37°C (T5), entretanto no decorrer dos dias do processo fermentativo esta
temperatura foi diminuindo até chegar em 30°C (T7). Tal comportamento do processo

fermentativo foram semelhantes aos observados no estudo de Mattietto (2001)

Tabela 3 — Controle Fisico-quimico da Fermentacao Controle (FC)

Fermentacdo Controle |
1° dia 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia 7°dia | 8°dia

Temperatura 21 28 31 33 37 34,5 32 30
Solidos
Soltveis 16 14 11 9 8 5 2 0
3,8+0,1 | 3,6+0,1 | 3,4+0,07 | 3,1+0,09 | 3,8 +0,1 | 440,07 |4,2+0,1| 4,440,1
pH
0,1+0,09 | 0,2+0,1 | 0,2+0,07 | 0,2+0,06 | 0,8+0,07 | 0,4+0,08 |0,3+0,1 0,240,1
Acidez

Fonte: Autora

Gréafico 1 — Controle Fisico-quimico da Fermentacdo Controle (FC)

Controle Fermentativo (FC)
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0 ® ® ® g ® °®
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Temperatura Solidos Soluveis pH —e—Acidez

Fonte: Autora
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Nos graficos 1 e 2, pode-se observar a diminui¢do dos °Brix e um aumento na
acidez, sendo assim criando um ambiente adequado para o desenvolvimento de bactérias
aceticas e laticas em um meio aerdbio. Pode-se observar também o aumento da temperatura
durante a fermentacdo e, segundo Lemus et al., 2001 a temperatura € um indicador chave do
estado de fermentagcdo, que é gerado por reacOes hidrolise exotérmica de proteinas e
carboidratos efetuada por enzimas proteoliticas e leveduras.

Segundo Thompson et al., 2001 o aumento da temperatura e pela acdo exotérmica
que as leveduras apresentam no desenvolvimento e, principalmente, pela acdo das bactérias

acéticas que consomem o etanol e geram calor e COa.

Na fermentacdo FI (CONTROLE) pode-se observar que o pico da fermentacdo se
deu 5° dia quando a temperatura alcangou 35,5°C e com a diminui¢do de cerca de 50% dos
°Brix e apresentando uma diminui¢do do pH até o quarto dia.

Na fermentagéo F2, tabela 3 pode-se observar que o pico da fermentacao aconteceu
0 quarto dia 4° quando a temperatura alcancou 37,5°C e com a diminuicdo do 80% dos °Brix e
apresentando uma diminuicdo do pH até o quarto dia. Pode-se observar que o pH na
fermentacdo | e Il tem seu menor valor perto do pico da fermentacdo o que proporciona

condicGes favoraveis de pH para processo fermentativo.

Tabela 4 — Controle Fisico-quimico da Fermentacdo Com Adicdo de Polpa (FII)

Fermentacdo Com Adicdo de Acai e Pinha

1° dia 2% dia 3°dia 4° dia 50 dia 6° dia
Temperatura 22 30 33,5 37,5 35 32,5
Sélidos Soluveis 15 10 6 3 1 0

4,2+0,1 |3,85+0,08 |3,66+0,1|3,37+0,1|4,06+0,07 |5,8+0,09
pH
Acidez (meq 0,84+0,09|1,1059+0,07 | 2,71+0,1 | 1,09+0,1 | 0,814+0,09 | 0,42+0,09
NaOH n/g)

Fonte: Autora
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Gréfico 2 — Controle Fisico-quimico da Fermentacdo Com Adigéo de
Polpas (FII)

Controle Fermentativo (FII)
40

30
20

10

0 o= = ¢ — o= -

1° dia 2% dia 3% dia 4° dia 50 dia 6° dia

Temperatura Sélidos Soluveis pH =—e—Acidez

Fonte: Autora

Segundo Ferrdo, 2008; Kostinek et al., 2008 as bactérias laticas crescem por volta
de 36 horas ap6s o inicio da fermentacdo mediante as condi¢Ges favoraveis de pH
proporcionadas pela fase anterior e prevalecem por um curto periodo de 16 a 24 horas. Este
processo é observado também neste trabalho (Tabela 2 e 3)

A adicdo da polpa de acai e pinha incrementam o teor de agucares na fermentacao,
favorecendo a hidrélise, diminuindo os sélidos solGveis, pH e diminuindo o tempo da
fermentacdo em um dia em relagdo a fermentagdo F1(controle) como pode observar-se nas
tabelas 3 e 4.

5.2 TESTE DE CORTE

Na tabela 5 foram expressos, seguindo os padrdes da Instru¢cdo Normativa n°38 de
24/06/2008 (Brasil, 2008), a qualidade das améndoas apGs passar pelo seu processo

fermentativo.
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Tabela 5 — Classificagdo das améndoas fermentadas e secas

Teste de Corte
Amostras| BF* (%) | PF* (%) | MF* (%) | D (%)
FI* 75,56 15,3 8,34 0,8
FII* 71,28 17,47 10,24 1,01

Onde: FI refere-se a fermentacdo controle; FlI trata-se da fermentacdo com adi¢do de frutas.
BF- Bem fermentadas/ PF- Parcialmente Fermentadas/ MF- Mal Fermentadas/ D- Defeitos

Fonte: Autora

Uma améndoa de cupuagu bem fermentada apresenta coloracdo marrom
avermelhado no seu cotilédone, enquanto uma mal fermentada possui marrom claro/
esbranquicado como sendo a cor da maior parte de sua extensdo. Diferente das améndoas de
cacau que iniciam com coloracdo parpura e mudam para o marro, no fim do processo
fermentativo. Nas imagens 24 e 25 sdo mostradas as mudangas de coloragdo do cotilédone das
améndoas no inicio, durante e no final das fermentacdes (FC e FlII).

Pode-se concluir através desta tabela que nos dois processos fermentativos (FI e
FIl) foram concluidos com mais de 70% de améndoas bem fermentadas, sendo que, ao
comparar com a quantidade de améndoas mal fermentadas e/ou que apresentaram defeitos séo
minimas. Em ambas as fermentacdes, as améndoas fermentadas e secas, apresentaram aspecto

externo com e aroma caracteristico, sendo este livre de odores estranhos.

Os responsaveis pela coloracdo do cotilédone sdo os polifenois, contidos nas células
polifendlicas, sendo que 60% desses sdo flavonodis e procianidinas; dentro do cotilédone
também se tem outros componentes, como o sistema enzimatico que € responsavel pelas
transformagdes bioquimicas, de oxidacdo e complexacdo, na parte interna da améndoa

(Domingues, 2010; Efraim, 2010).
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Imagem 26 — Processo de escurecimento interno da Améndoa na FC

b) PF ¢) BF

Fonte: Autora

Imagem 27 — Processo de escurecimento interno da Améndoa na Fll

b) PF ¢) BF

Fonte: Autora

5.3 ANALISES FiSICO QUIMICAS DO CUPULATE EM BARRA

De acordo com os resultados apresentados na tabela 5, o teor de umidade da amostra
de cupulate ao leite, em ambas as fermentagdes, foram inferiores da amostra de cupulate 50%.
Pode-se observar também, através da tabela acima que o teor de umidade das amostras, ao leite
e 50%, da fermentacdo com adicdo de frutas, apresentaram uma maior quantidade do que as
amostras da fermentacdo controle. De acordo com os estudos de Candia e Dias (2014), ao
formularem um chocolate com adi¢do de okara, obtiveram resultados semelhantes. Tal aumento
de umidade apresentado na segunda fermentacdo, pode ser devido a quantidade de fibras,
presentes nas frutas utilizadas, que contribuem para uma maior retencdo de agua.
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Tabela 6 — Resultados das Anélises Fisico-Quimicas no Cupulate em Barra

Fermentacéo Controle

Fermentacdo Com Adicao de

Polpas
50% Ao Leite 50% Ao Leite

Umidade 23+0,1 1,841 + 0,02 3,68 + 0,08 1,94 + 0,03
Cinzas 1,87 +0,09 | 3,21+0,09 2,93 +0,07 3,25+ 0,05
oH 0,39+0,02 | 6,41+0,05 6,08 + 0,03 6,38 + 0,05
Acidez 9,85+0,09 | 10,05+ 0,04 13,62 + 0,05 13,05 + 0,08
Proteina 7,56+ 0,2 731+0,1 7,12+0,1 7,24 + 0,09
Gordura (Soxhlet) 34,12+0,1 | 43,15+0,3 37,01+ 0,4 4342 +0,2
Gordura a Frio 3287+05 | 4297+04 34,90 + 0,4 40,29 +0,1
Agucares Redutores | 159+ 0,02 | 32,55+0,03 | 21,86+ 0,05 29,72 +0,07
(DNS)
Aclicares Totais 36,99+02 | 4028+0,16 | 37,58+ 0,09 4458 + 0,1
(DNS)
Acucares Nao 2165+01 | 812+0,09 15,6872 + 0,1 14,86 + 0,06
Redutores (DNS)
Carboidratos 5415+0,1 | 4449+0,1 49,26 +0.1 44,15 + 0,09
(Soxhlet)*

55,4 + 0,2 44,67 +0,1 51,37 +0,1 47,28 + 0,06

Carboidratos (A Frio)*

(*): Foram realizadas duas extracdes lipidicas, portanto os carboidratos foram expressos

usando os dois dados

Fonte: Autora

Segundo os resultados das analises de cinzas, pode-se averiguar que as duas

amostras (ao leite e 50%) da fermentacdo controle obtiveram valores inferiores quando

comparadas as amostras da fermentacdo com adicao de polpa de frutas. A adi¢do das polpas de

pinha e agai contribuiram para que houvesse uma diferenca de cerca de 1,05% e de 1,03%, entre

as barras de cupulate ao leite e 50%, respectivamente. Para exemplificar Rebougcas et al. (2020)

mostraram que havia diferencas semelhantes ao produzirem cupulate com adi¢cdo de okara,

conforme adicionavam mais okara na formulacdo, maior era o valor de cinzas encontrado nas
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amostras. Sendo a amostra tradicional com 0,46% com adigdo de 15% de okara obtiveram
1,07%, com adicéo de 30% obtiveram 1,36% de cinzas, e por fim, ao adicionarem 45% de okara
averiguaram 1,62%, obtendo assim um maior percentual no teor de cinzas. Portanto pode-se
entender que a diferenca entre as duas fermentacdes é devido a adicdo das polpas de acai e

pinha, durante o processo fermentativo.

Os valores de pH obtidos neste trabalho, foram semelhantes aos encontrados no
estudo de Tafurt et al. (2021) ao estudar o chocolate de cacau, que teve em média 6,63 pH.
Sendo que nas amostras variaram de 6,08 a 6,41, no seu maximo. E importante sempre
averiguar o valor do pH dos alimentos pois ele pode influenciar na palatabilidade ao consumi-
lo, no desenvolvimento de microrganismos, na escolha da temperatura de armazenagem
(Lavinas et al., 2006).

Os resultados de acidez foram similares ao serem comparadas ao estudo feito por
Salvi et al. (2018), em chocolates tradicionais, cujo seus valores variaram entre 3,83% e 6,62%;
assim como os resultados expressos na tabela, que as amostras apresentaram 5,85 e 6,05 na FlI;
e 6,62 e 6,05 na FIl. Sugerindo entdo, em conjunto com os resultados de pH, que durante a
etapa da conchagem, houve uma boa volatilizacdo dos acidos formados que sdo formados

durante o processo fermentativo.

Com relagdo a quantidade de proteina, ndo houve grande diferenca entre as
amostras das duas fermentacdes. Nos estudos de Rebougas et al. (2020) foram encontrado cerca
de 6,86% de proteina, para a formulacdo com chocolate sem adicdo de okara; e 26,38% de
proteina no chocolate com adicdo de 45% de okara na sua formulacdo. Mostrando, portanto,
um comportamento similar entre as duas formulacdes, onde a menor quantidade de proteina foi
da barra de cupulate ao leite da FI (6,31%), que além de ndo ter tido adicdo de acai e pinha,
possui menos quantidade de améndoas em sua formulagdo; ja a amostra com maior valor
proteico foi a barra de cupulate 50% da FIl (10,72%).

Nos estudos de Barbosa et al. (2020), foram encontrados valores 24,13% a 41,93%
e 82,72% a 92,27% de agucares totais, nas amostras de barras de chocolate 70% e ao leite
respectivamente, similares aos descritos na tabela 36,99% (FI) e 37,58% (FII) para cupulate
50% e 40,28% (FI) e 44,58% (FII) para cupulate em barra ao leite. Nao existe uma legislacédo
vigente que determine um padréo de teor de agucares totais para o chocolate, apenas faz-se

necessario ser incluso na rotulagem ao comercializar o cupulate (Lobanco et al., 2009).
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5.4 ANALISE QUALITATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS NAS AMENDOAS
SECAS E TORRADAS

Os resultados do estudo qualitativo de metabolitos secundarios nas améndoas secas
e torradas encontram-se no quadro 2.

Ao utilizar a 4gua como solvente, todas as amostras, de ambas as fermentagdes,
indicaram a presenga de flavononois, taninos flobafénicos, catequinas e flavonas.

Ao usar o etanol 80% como solvente, indicou a presenga de taninos flobafénicos,
flavonas, flavonois, xantonas, flavonondis, leucoantonocianidinas, catequinas e flavononas; e
na amostra torrada flavononoéis; sendo que as leucoantonocianidinas, xantonas e flavononas
estavam presentes apenas nas amostras secas (SAF e SS), de ambos os processos fermentativos.

Conforme ¢ indicado na tabela, ao utilizar o metanol 80% foi indicado a presenga
de flavononois, catequinas, flavonas, flavondis e taninos flobafénicos em todas as amostras, das
duas fermentagoes (FI e FII); e apenas nas amostras secas apresentaram: chalconas, auronas,
flavononas e leucoantonocianidinas.

Nos extratos feitos com Acetona na propor¢do de 70:30 (solvente:dgua), os
compostos encontrados apenas nas améndoas secas foram: auronas e flavononas; e nas demais
amostras (tanto da FI, quanto da FII) foram verificados a presenca de taninos flobafénicos,
flavononois, catequinas e flavondis.

Conforme apresentado no estudo de Gomes e Nascimento (2019), obtiveram como
presentes os metabolicos secundarios: flavondis, tanto nas amostras secas quanto nas torradas.
Assim como, os resultados obtidos pelos testes fitoquimicos realizados por Lessa (2012) foram
semelhantes no que se refere a presenca de taninos, catequina, flavonois e flavonoides nas
améndoas.

Os resultados da andlise qualitativa dos metabdlitos secundarios mostram que 0s
melhores resultados obtidos foram dos extratos metandicos, na proporcdo de 80:20, para
metanol e agua, respectivamente; tal avaliacdo foi feita pela intensidade da coloracdo que o
extrato apresentou em cada reacdo, como € mostrado na tabela. Pode-se averiguar através dos

resultados que o extrato que ndo houve nenhuma reagéo foi usando o hexano como solvente.
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Quadro 2 - Andlise qualitativa de metabolitos secundarios nas améndoas secas e torradas

Fermentacdo controle Fermentacio com Adicio de Frutas
Metabolitos ALAF| ALS | 50AF | 505| SAF | SS | TAF | TS | ALS | 50AF | 505 | SAF | S5 | TAF | TS
Secundarios
Extrato Aquoso
Taninos Elpbafénicos + + + + | = | | |+ + + =+ | | s |
Elavonondis + + + + | || | + + + —+ = | |
Catequinas e Flavonas + + + + | A | | | |+ + + =+ | | |
Extrato Hidroalcadlicos
Taninos Elpbafénicos + + + + | = | | |+ + + =+ | | s |
Flavonas + + + + | A | | | |+ + + | | | A |
Xantonas - - - - + | ++ - - - - - =+ =+ - -
Fauonondis + + Sl It Ml sl sl Ml M + o ] |
Lencoantonocianidinas - - - i il el - H | - -
Catequinas + + + | ] | ]|+ + + | | | A |
Flavondis + + + | ] | ]|+ + + | | | A |
Flavononas - - - - e | _ A . " N
Extrato Metangico
Chalconas - - - | ] - P I R :
Aronas - - S I Ml sl R N B - il Ml Ml I
Elavonondis + + + + | | | ]+ + + | | | |
Catequinas + + + + | A | | e | |+ + + | | | |
Flavonas + + + + | A e ]+ + + | | | |
Flavondis + + + | ] | ]|+ + + | | | A |
Flavononas - - - - ] - | - -
Lengoantonocianidings - il Ml Bl M - | ] - -
Tamnos Elpbafénicos + + + + | | | | + + + | | | |
Extrato com Acetona
Taninos Elpbafénicos + + + + | = | | ]+ + + —+ = | |
Anronas - -l =] - - = [ =1 - -
Elavononois + + R el Ml el e el + + | s ]| | e
Catequinas + + + + - + + + + + + | | [ |
Flavonois + + + + + + + + + + + =+ | | = | =
Flavononas - - - R RN _ R N "
Extrato com Hexano
| [ [ [ [ [ [ [ ] I |

Onde: (+++): alta pigamentacdo, (++): média pigmentacdo, (+): pouca pigmentacao, (-): auséncia de mudanga de
cor. (ALAF): Cupulate ao leite extraido a frio, (ALS): cupulate ao leite extraido no soxhlet, (50AF): cupulate 50%
extraido a frio, (50S): cupulate 50% extraido no soxhlet, (TAF): améndoa torrada extraida a frio, (TS): améndoa

torrada extraida no soxhlet, (SAF): améndoa seca extraida a frio, (SS): améndoa seca extraida no soxhlet.

Fonte: Autora

55 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE DOS CUPULATES EM BARRA E DAS AMENDOAS SECAS E
TORRADAS

Na tabela 7 e no grafico 3 abaixo sdo apresentados os resultados dos compostos
fenolicos nas amostras de cupulate (ao leite e 50%) e améndoas fermentadas secas e torradas,
em ambos 0s processos fermentativos; e na tabela 8 e no gréfico 4 estdo os resultados da analise
da capacidade antioxidante. Todas as amostras foram desengorduradas por dois métodos, sendo

estes através do Soxhlet e a frio.
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Segundo os resultados obtidos por Ferreira & Janette (2020), os resultados
alcancados para améndoas torradas foram de 127,24 mg/100g de amostra, sendo este, um valor
inferior ao ser comparado ao da presente pesquisa, que variou, para améndoa fermentada
torrada, de 1192,37 a 1294,79 mgEqg/100g de amostra na Fl e de 1492,13 a 1661,91mgEqg/100g
de amostras, na FIl. Ja no estudo de Pugliese (2010), os valores apresentados das amostras de

améndoa fermentada seca, torrada e do cupulate, foram similares aos expressos na tabela.

E perceptivel também que ha uma diminuicio na quantidade expressada na tabela,
de compostos fendlicos, das amostras torradas, secas, cupulate em barra 50% e ao leite.
Indicando assim que as temperaturas usadas nos processos, tanto de secagem, torragem e na
obtencdo do cupulate em barra, influenciaram no escurecimento do cotilédone da améndoa,

ocasionando uma diminuicdo consideravel dos compostos fendlicos.

Tabela 7 — Determinacdo de Compostos Fenolicos

Compostos Fenolicos
CF (mE@/100g amostra) CF (mEg/100g amostra)
Amostras Fermentacdo Controle Fermentacdo Com Adicdo de Frutas

ALAF 722,05+ 0,01 964,25 + 0,02
ALS 531,47 £ 0,02 798,41 +0,03
50AF 996,91 + 0,02 1042,36 + 0,01
50S 794,95 + 0,01 895,85 + 0,02
SAF 2118,96 + 0,03 2512,95 + 0,02
ss 1692,31 + 0,01 2143,82 + 0,01
TAF 1294,79 + 0,02 1661,91 + 0,01
TS 1192,37 + 0,03 1492,13 + 0,01

Onde: (ALAF): Cupulate ao leite extraido a frio, (ALS): cupulate ao leite extraido no soxhlet, (50AF): cupulate
50% extraido a frio, (50S): cupulate 50% extraido no soxhlet, (TAF): améndoa torrada extraida a frio, (TS):

améndoa torrada extraida no soxhlet, (SAF): améndoa seca extraida a frio, (SS): améndoa seca extraida no soxhlet.

Fonte: Autora
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Gréfico 3 — Compostos Fenolicos (mEqg/100g de amostra)
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Fonte: Autora

Tabela 8 — Capacidade Antioxidante (uMTrolox/gAmostra)

Concentracao (uMTrolox/gAmostra)
Fermentacdo Controle | Fermentacdo com Adicéo
ALAF 11,73+ 0,02 38,19+ 0,01
ALS 8,62 +0,01 32,85+ 0,02
S0AF 26,34+ 0,01 47,93 £ 0,03
508 23,32+ 0,03 45,47 + 0,01
SAF 129,77 £ 0,02 165,80 + 0,03
ss 115,25+ 0,01 133,64 £ 0,02
TAF 73,94+ 0,01 98,91+ 0,01
+ +
TS 58,10 £ 0,03 74,55+ 0,01

Onde: (ALAF): Cupulate ao leite extraido a frio, (ALS): cupulate ao leite extraido no soxhlet, (50AF): cupulate
50% extraido a frio, (50S): cupulate 50% extraido no soxhlet, (TAF): améndoa torrada extraida a frio, (TS):

améndoa torrada extraida no soxhlet, (SAF): améndoa seca extraida a frio, (SS): améndoa seca extraida no soxhlet.

Fonte: Autora
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Gréfico 4 — Capacidade Antioxidante (uMTrolox/gAmostra)
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Fonte: Autora

Ao se comparado, os resultados expressos na tabela, foram superiores aos
encontrados no estudo realizado por Ferreira & Janette (2020), que obtiveram para améndoas
fermentadas secas 24,22 uMtrolox/g e 22,63 uMtrolox/g para torradas. Assim como também se
mostrou superior, ao se comparado com os resultados obtidos de Tafurt et al. (2021) que
averiguou 0,39 uMtrolox/g para chocolate em barra, e ja nos expressos na tabela foram obtidos
valores entre 11,73 e 8,62 uMtrolox/g; 26,34 e 23,31 uMtrolox/g, para as amostras de cupulate
ao lete e 50% da FI, respectivamente; e 38,2 a 32,84 uMtrolox/g; 47,9 a 45,47 uMtrolox/g, para

as de cupulate 50%.

Todas as amostras, de ambas fermentacdes que foram extraidas a frio, obtiveram
resultados maiores em comparacdo as amostras extraidas por soxhlet. Além disso, foi
destacado, por meio das leituras, que as amostras da fermentacdo com Adicdo de polpas de
frutas (FII), ao serem relacionadas com as da Fermentagéo Controle (FI), alcancaram resultados
bem superiores, provando que a adi¢do das frutas teve quantidade de compostos fendlicos

satisfatorios e uma maior capacidade antioxidante.

A torragem e, secundariamente, as outras etapas que fazem uso de temperaturas

moderas (como o refino, conchamento e temperagem) foram colocadas como etapas que podem
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diminuir a concentracdo no teor de compostos fendlicos das améndoas e afetar a capacidade
antioxidante (Kealey et al., 1998). Nos estudos de Kealey et al. (1998) foi averiguado que,
devido ao aumento da temperatura, principalmente na torragem, hd uma diminuicdo na
quantidade de oligbmeros. Esta diminuicdo se da, por conta das elevadas temperaturas, contato
com o oxigénio e o alto poder redutor dos polifendis. E como consequéncia, ocorre a oxidacao
adicional dos compostos fendlicos presentes nas améndoas (Wollgast & Anklam, 2000;
Misnawi et al., 2004). Podendo explicar assim a queda entre os resultados obtidos das améndoas

fermentadas secas para as torradas, demonstradas na tabela.

A diferenca no teor de compostos fendlicos e na capacidade antioxidante presentes
nas amostras de cupulate ao leite e 50%, pode ser devido a simples diluicdo dos fendlicos das
améndoas com os demais ingredientes adicionados na sua formulacdo (acucar, manteiga de
cupuacu, leite em pd, lecitina e baunilha). A alcalinizacdo, concheamento e fermentacdo sdo
etapas que contribuem nas caracteristicas sensoriais do cupulate, entretanto também
comprometem a quantidade de compostos fendlicos e a atividade antioxidante. O chocolate ao
leite, apesar de ser o mais consumido, apresenta um baixo percentual de améndoas na sua
formulacdo, assim como uma maior quantidade de acucar adicionado, faz com que tenha uma

diminuicdo nos efeitos benéficos a saide do consumidor (Cooper et al., 2008).

5.6 DETERMINACAO DE HIDROXIMETILFURFURAL NAS AMENDOAS SECAS E
TORRADAS E NAS BARRAS DE CUPULATE

Ao analisar o gréafico 5 e a tabela 8, pode-se perceber um aumento na quantidade de
hidroximetilfurfural formado, da amostra seca, para a torrada, cupulate 50% e o ao leite, sendo
confirmado pela mudanca de coloracgéo entre as améndoas e intensidade da coloracédo das barras

de cupulate produzidas.

Durante o processo de torra das améndoas, 0S agucares em conjunto com 0s
aminoacidos e peptideos estdo envolvidos na formagdo do “flavor” e coloragdo ¢ resultado da
formagédo de quinonas, resultantes da Reacdo de Maillard, responsaveis pelos compostos
basicos do aroma caracteristico (Biehl &Passern, 1982).
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Tabela 9 — Resultados De HMF (mg/KG de amostra)

Hidrometilfurfural (mg/Kg de amostra)

Amostras Fermentacéo | Fermentacéo 1
ALAF 5,84 £ 0,09 5,61 + 0,06
ALS 7,66 + 0,05 6,39 £ 0,07
50AF 6,31 + 0,03 5,76 £ 0,06
50S 10,76 £ 0,07 10,41+ 0,05
TAF 49,37 £ 0,04 48,41 + 0,06
TS 53,11+ 0,03 52,38 + 0,09
SAF 33,21 + 0,07 30,86 + 0,09
ss 35,66 + 0,07 32,18 + 0,07

Fonte: Autora

Onde: (ALAF): Cupulate ao leite extraido a frio, (ALS): cupulate ao leite extraido no soxhlet, (50AF): cupulate
50% extraido a frio, (50S): cupulate 50% extraido no soxhlet, (TAF): améndoa torrada extraida a frio, (TS):

améndoa torrada extraida no soxhlet, (SAF): améndoa seca extraida a frio, (SS): améndoa seca extraida no soxhlet.

Gréafico 5 — HMF das Amostras (mg/Kg de amostra)

Hidroximetilfurfural (HMF)

Fonte: Autora

Os resultados expressos na tabela as améndoas torradas obtiveram em média 49,37
(extraido a frio) e 53,11 (extraido por soxhlet) na FI; e 48,41 (extraido a frio) e 52,38 (extraido

por soxhlet) da Fll; que se mostrou superior ao serem comparados com o0s apresentados nos
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estudos de Ferreira & Janette (2020) que foi de 33,87 mg/Kg de amostra. Podendo-se concluir
que, em ambas as fermentacdes, todas as amostras extraidas por soxhlet apresentaram valores
maiores de HMF do que as que foram extraidas a frio. Portanto, pode-se compreender que 0
método escolhido de extracdo lipidica para as amostras, que possuem elevada temperatura no
ao longo do seu processo influencia na quantidade final de HMF. Visto que o HMF gerado em
temperaturas elevadas, que € o caso da extracdo por meio do aparelho Soxhlet.

5.7 ANALISE MICROBIOLOGIA DOS CUPILATES EM BARRA AO LEITE E MEIO
AMARGO

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) propGe padrdes para a avaliagdo
microbioldgica de produtos comercializados como chocolates. Onde os valores limites aceitos
de bolores e leveduras é de 103 UFC/g. Portanto, os resultados obtidos das analises de bolores
e leveduras expressas na tabela mostram-se dentro do limite exige pela legislagdo (Brasil,
2019).

Os estudos feitos por Cedefio (2019) tiveram em média 1,4x10° na anélise de bactérias
mesdfilas, resultados semelhantes aos apresentados no gréafico. As bactérias mesofilas,
coliformes totais e fecais, sdo usados como indicadores de higiene durante o seu preparo,

transporte, processamento e também sua estocagem (Tejada et al., 2012)

Os cupulates elaborados neste estudo ndo apresentaram presenca de microrganismos
patdgenos (Tabela 10) preconizados pela Legislagdo da RDC 331/2019 de Normativa n°60 de

23 de dezembro de 2019, revelando, portanto, boas praticas de fabricacéo.

Tabela 10 — Resultados das Analises Microbioldgicas dos Tabletes de Cupulate

Fermentacdo | Fermentacéo Il

Ao Leite 50% Ao Leite 50%
Coliformes totais <3 <3 <3 <3
Coliformes <3 <3 <3 <3
Termotolerantes
Mesofilos 2x10° UFC/g 1,42x10° UFC/g 1,43x10° UFC/g | 2,01x10% UFC/g
Bolores/Leveduras | 1,01x10° UFC/g |1,02x10° UFC/g 1,03x10° UFC/g | 1x10°® UFClg
Salmonella sp - - - -
(-): Auséncia

Fonte: Autor
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6. CONCLUSAO

As améndoas, apds 0s processos de secagem, passaram por uma classificacdo de
qualidade, e pode-se concluir que a sua maior parte atingiu uma boa fermentacdo, possibilitando

um melhor desenvolvimento do aroma caracteristico do cupulate.

No que se refere aos testes fitoquimicos realizados nas améndoas secas e torradas, as
extragdes feitas com etanol 80% e metanol 80% foram os mais eficientes, comparando com a
literatura. Através do estudo fitoquimico das sementes de cupuagu se verificou a presenca de
compostos bioativos.

Verificou-se através dos resultados apresentados e discutidos que a adi¢ao polpas de acai
e pinha no processo fermentativo, e contribuiram para o aumento do teor de compostos
fendlicos e na capacidade antioxidante, tanto nas améndoas torradas e secas quanto nos
cupulates em tabletes (ao leite e 50%).

Com base neste presente trabalho foi possivel analisar os processos bioquimicos da
fermentacdo das améndoas do cupuacu, realizado de 2 maneiras diferentes, e fazer uma
comparacdo entre os dois (uma fermentacdo controle e outra cem adi¢cdo de polpas de acai e
pinha). Podendo-se constatar, que a FIl foi a melhor, tratando-se do tempo fermentativo, que
foi menor em comparacdo a FC, teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante, cujo seus
valores foram superiores quando relacionadas a FC.
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