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APRESENTAÇÃO

A evolução das práticas realizadas nas atividades agrícolas para cultivo de alimentos 
e criação de animais, potencializadas por inovações tecnológicas, bem como o uso mais 
consciente dos recursos naturais utilizados para tais fins, devem-se principalmente a 
disponibilização de conhecimentos científicos e técnicos. Em geral os avanços obtidos 
no campo científico têm ao fundo um senso comum, que embora distintos, estão ligados. 

As investigações cientificas proporcionam a formação de técnicas assertivas com 
comprovação experimental, mas podem ser mutáveis, uma vez que jamais se tomam 
como verdade absoluta e sempre há possibilidade de que um conhecimento conduza a 
outro, através da divulgação destes, garante-se que possam ser discutidos.

	 Ademais, a descoberta de conhecimentos técnicos e científicos estimulam o 
desenvolvimento do setor agrário, pois promove a modernização do setor agrícola e 
facilita as atividades do campo, otimizando assim as etapas da cadeia produtiva. A difusão 
desses novos saberes torna-se crucial para a sobrevivência do homem no mundo, uma 
vez que o setor agrário sofre constante pressão social e governamental para produzir 
alimentos que atendam a demanda populacional, e simultaneamente, proporcionando o 
mínimo de interferência na natureza. 

Desse modo, faz-se necessário a realização de pesquisas técnico-científicas, e sua 
posterior difusão, para que a demanda por alimentos possa ser atendida com o mínimo 
de agressão ao meio ambiente. Pensando nisso, a presente obra traz diversos trabalhos 
que contribuem na construção de conhecimentos técnicos e científicos que promovem 
o desenvolvimento das ciências agrárias, o que possibilita ao setor agrícola atender as 
exigências sociais e governamentais sobre a produção de alimentos. Boa leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Ramón Yuri Ferreira Pereira

Paula Sara Teixeira de Oliveira
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RESUMO: A fermentação do cupuaçu 
(Theobroma grandiflorum), processo que 
ocorre de forma tradicional e espontânea, 

origina amêndoas para produção de cupulate, 
sendo realizado por uma sucessão de 
microrganismos fermentadores, como as 
leveduras, bactérias láticas e acéticas. Esse 
trabalho teve o objetivo de avaliar a dinâmica de 
microrganismos fermentadores com potencial 
biotecnológico na fermentação de sementes 
de cupuaçu e selecionar cepas produtoras 
de beta-glicosidases. A fermentação das 
sementes de cupuaçu despolpadas foi 
realizada em frascos Erlenmeyer por 144 
horas, com acompanhamento das variações 
de pH e acidez. Foram quantificadas e isoladas 
colônias de leveduras e bactérias acéticas, 
e após o isolamento, selecionou-se cepas 
produtoras de beta-glicosidases e realizou-
se a identificação morfológica e triagem 
bioquímica das cepas. Candida, Pichia e 
Sacharomyces foram os gêneros de leveduras 
identificados que apresentaram características 
interessantes para processos de fermentação, 
como fermentação de glicose, sacarose, 
maltose e tolerância a 10 e 15% de etanol. 
Acetobacter, Frauteria e Gluconobacter foram 
as bactérias acéticas identificadas, porém 
apenas Acetobacter é uma boa produtora de 
ácido acético. Poucas cepas de Acetobacter 
(n=3) foram identificadas. Os dados obtidos 
a partir da caracterização físico-química 
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demonstram que as leveduras foram boas consumidoras de ácido cítrico, sendo observado 
a redução desse ácido ao longo da fermentação, em contrapartida, a produção de ácido 
acético foi baixa. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o sistema de fermentação 
em escala de laboratório fermentou parcialmente as sementes de cupuaçu e que isso 
deve-se ao déficit de crescimento de bactérias ácido lácticas e acéticas.
PALAVRAS-CHAVE: Amêndoas. Cupuaçu. Leveduras. Bactérias acéticas. 

MICROORGANISMS DYNAMICS WITH BIOTECHNOLOGICAL PONTENTIAL IN THE 

FERMENTATION OF CUPUAÇU PRODUCED IN MARANHÃO

ABSTRACT: The fermentation of cupuaçu (Theobroma grandiflorum), a process that 
occurs in a traditional and spontaneous way, originates almonds for cupulate production, 
being carried out by a succession of fermenting microorganisms, such as yeasts, lactic 
and acetic bacteria. The purpose this work was evaluate the dynamics of fermenting 
microorganisms with biotechnological potential in the fermentation of cupuaçu seeds and 
to select strains that produce beta-glucosidases. The fermentation of pulped cupuaçu 
seeds was perform in Erlenmeyer flasks for 144 hours with monitoring of variations in 
pH and acidity. Yeast colonies and acetic bacteria were quantified and isolated. Strains 
producing beta-glucosidases were selected and the morphological identification and 
biochemical screening of the strains was performed. Candida, Pichia e Sacharomyces 
were yeast genera identified with interesting characteristics for fermentation processes as 
glucose, sucrose, maltose fermentation and tolerance to 10 and 15% ethanol. Acetobacter, 
Frauteria and Gluconobacter were the acetic bacteria identified, however only Acetobacter 
is a good producer of acetic acid. Few strains of Acetobacter (n = 3) have been identified. 
The data obtained from the physical-chemical characterization show that yeasts were 
good consumers of citric acid, with a reduction in this acid observed during fermentation, in 
contrast, the production of acetic acid was low. From the results obtained, it is concluded 
that the laboratory scale fermentation system partially fermented the cupuaçu seeds and 
that this is due to the growth deficit of lactic and acetic acid bacteria.
KEYWORDS: Almonds. Cupuaçu. Yeasts. Acetic bacteria.

1 | 	INTRODUÇÃO 

O cupuaçu (Theobroma grandiflorum) é um fruto originário da Amazônia Oriental 
Brasileira, pertence à família Sterculiacea, a mesma do cacau. É típico da Amazônia, 
bastante cultivado no Pará e também no norte do Maranhão. Carvalho et al. (2004), 
afirmam que até meado da década de 70, quase toda a produção de cupuaçu era oriunda 
de atividades extrativistas ou de pequenos plantios estabelecidos em quintais. Nas três 
últimas décadas, a área cultivada teve expressivo aumento.
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A produção brasileira de polpa de cupuaçu se situa entre de 12.000 t e 15.000 t/ano, 
sendo que mais de 80% são oriundas de pomares comerciais. A composição média dos 
frutos é 43% de casca, 38,5% de polpa, 17,19% de semente e 2,85% de placenta, pode 
medir de 12 a 15 cm de comprimento e 10 a 12 cm de diâmetro, peso médio de 1 kg, em 
torno de 35 sementes (LANNES; MEDEIROS, 2003).

Os frutos do cupuaçu possuem uma casca dura e lisa de cor castanho-escuro, onde 
as sementes ficam envolvidas pela sua polpa, porém, esta é facilmente quebrável. É 
um fruto simples, com epicarpo diferenciado por uma casca seca e a parte interna com 
uma ou mais camadas carnosas. Sua epiderme possui coloração verde e é coberta por 
camada ferrugínea, que se desprende facilmente ao manuseá-lo (EMBRAPA, 2016).

A polpa ou purê de cupuaçu é o produto não fermentado e não diluído, obtido da parte 
comestível do cupuaçu (Theobroma grandiflorum) sem as sementes, através de processo 
tecnológico adequado. Esta deve apresentar a cor de branco a branco amarelado, sabor 
levemente ácido e aroma próprio (BRASIL, 2000). É utilizada na elaboração de refrescos 
e na produção industrial ou artesanal de sorvete, picolé, néctar, doce, geleia, licor, xarope, 
biscoito, bombom e iogurte (CARVALHO et al, 2004).

A sementes do cupuaçu é o principal subproduto gerado após a retirada da polpa, 
que corresponde de 20 a 38% do fruto e que tem sido pouco aproveitado pela indústria 
de alimentos, sendo na maioria das vezes considerado um resíduo e descartado. A 
fermentação das sementes de cupuaçu pode ser uma alternativa para aproveitamento 
tecnológico desse subproduto, podendo gerar outros produtos como o cupulate e o liquor 
do cupuaçu que apresentam características similares aos produtos do cacau fermentado 
(GARCIA, 2006).

A fermentação das sementes de cupuaçu é similar a fermentação do cacau. É 
uma das primeiras etapas de transformação tecnológica do cacau em chocolate e 
apresenta um papel fundamental na formação do sabor e aroma característico desse 
produto. Essa fermentação ocorre de forma espontânea na presença de vários micro-
organismos, envolvendo bactérias láticas, bactérias acéticas e leveduras (CAMU et al., 
2008; RODRIGUEZ-CAMPOS et al, 2012; PEREIRA et al., 2013).

A microbiota associada com a fermentação do cacau é bastante heterogênea, 
variando conforme a localidade, as condições de fermentação, condições climáticas, 
método e tempo de fermentação. Os microrganismos fermentadores desempenham um 
papel importante na fermentação, promovendo não somente a produção de álcoois e ácidos 
orgânicos como também a produção de aromas, precursores de aroma e sabor peculiares 
desses produtos. Essa capacidade de produzir compostos aromáticos está associada a 
produção de enzimas como as beta-glicosidases, que hidrolisam ligações glicosídicas 
presentes em compostos como terpenos e polifenóis que se encontram naturalmente 
presentes em produtos de origem vegetal na forma glicosilada (JESPERSEN et al, 2005; 
LEAL JÚNIOR et al, 2008).
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Considerando a inexistência de estudos sobre fermentação de sementes de cupuaçu 
no Maranhão e a relevância do conhecimento do processo de modo a agregar valor e 
favorecer o desenvolvimento de novos produtos, esse trabalho teve o objetivo de avaliar a 
dinâmica de microrganismos fermentadores com potencial biotecnológico na fermentação 
de sementes de cupuaçu e selecionar cepas produtoras de beta-glicosidases.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1	Obtenção e caracterização física dos frutos 

Os frutos foram adquiridos no IFMA – São Luís Campus Maracanã, recepcionados 
e armazenados por 48 horas.  Em seguida, foram lavados, abertos, e as sementes 
obtidas foram despolpadas manualmente e submetidas ao processo de fermentação no 
Laboratório da UFMA, Campus Bacanga.

A caracterização física dos frutos foi realizada através da mensuração da altura e 
largura dos frutos, bem como do peso do fruto, casca, semente e polpa do cupuaçu. 

2.2	 Fermentação das sementes de cupuaçu 

O processo fermentativo foi conduzido em escala de laboratório utilizando 
Erlenmeyer com variações da temperatura ao longo do tempo de fermentação baseadas 
em fermentações naturais de cupuaçu (NAZARETH, 2000). A fermentação teve duração 
de 144 horas, com revolvimento a partir de 48 horas. A coleta das sementes de cupuaçu 
e amêndoas fermentadas foi realizada de forma asséptica com acondicionamento em 
embalagens de polietileno estéreis para análise imediata no tempo 0 (antes da fermentação) 
e em 24, 48, 96, 120 e 144 horas após o início do processo.

2.3	Transformações físico-químicas durante a fermentação

2.3.1	 Determinação do pH

O pH foi mensurado conforme método da AOAC (1997). Para tanto, 10 gramas das 
sementes de cacau foram trituradas em multiprocessador e diluídas em água destilada 
na proporção de 1:10 (m/v) para a medição em pHmetro digital (KASVI) previamente 
calibrado à temperatura ambiente.

2.3.2	 Determinação da acidez

A acidez foi determinada por meio de titulação com NAOH 0,1N, conforme método 
da AOAC (1997).
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2.4	Análises microbiológicas

As contagens de microrganismos fermentadores e triagem bioquímica foram 
realizadas conforme protocolo descrito por Ardhana e Fleet (2003), Bergey’s (2001) e 
Peréz et al, (2011).

2.4.1	 Contagem e isolamento das leveduras

Para a contagem das leveduras, realizou-se diluições decimais seriadas de alíquotas 
das sementes de cacau em água peptonada tamponada à 1%. A partir das diluições, foi 
realizado um plaqueamento em ágar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol pela técnica 
inoculação em superfície (spread-plate). Os resultados após a quantificação foram 
expressos em Log UFC/g.

2.4.2	 Contagem de bactérias láticas e acéticas 

Para a contagem de bactérias lácticas e acéticas empregou-se a técnica de 
plaqueamento em superfície (spread-plate) utilizando o meio de cultura ágar Lactobacillus 
MRS para bactérias lácticas e o ágar GYC (glicose, extrato de levedura e carbonato de 
cálcio) para bactérias acéticas. As placas foram incubadas a 37º C por 18 a 24 horas, e 
os resultados das contagens foram expressos em Log UFC/g.

2.4.3	 Triagem bioquímica das cepas leveduras e bactérias isoladas produtoras de 

beta – glicosidases

A seleção de leveduras produtoras de beta-glicosidases foi realizada em meio 
de cultura contendo a esculina como substrato. Para tanto, o meio de cultura foi 
preparado, esterilizado a 121°C por 15 minutos e depois transferido para placas de Petri 
até solidificação. Cada placa foi inoculada com quatro cepas e incubadas em estufa 
bacteriológica a 30°C. As cepas que apresentaram um halo marrom foram consideradas 
positivas para atividade de beta – glicosidase, sendo mantidas em ágar extrato malte. 
Posteriormente, foram suspensas em água destilada estéril e contadas em Camara de 
Neubaeur até concentração de 106 células/mL. 

A suspensão obtida foi utilizada na identificação bioquímica das cepas de leveduras 
quanto aos testes de fermentação de carboidratos (glicose, rafinose, sacarose, maltose, 
manitol), tolerância a diferentes concentrações de etanol (5, 10 e 15%), resistência a 
condições de diferentes temperaturas (25 e 45ºC), assimilação de citrato e oxidação do 
etanol.

As cepas de bactérias foram submetidas a testes de fermentação de carboidratos 
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(arabinose e xilose), assimilação de citrato e oxidação do etanol.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	Caracterização do fruto do cupuaçu

A caracterização do peso do fruto, casca, semente e polpa do cupuaçu, bem como 
sua altura e largura está disposta na tabela 2. Observa-se que 50% do fruto utilizado no 
experimento é composto por casca e apenas 14 e 23% compõem a semente e polpa, 
respectivamente. Os frutos apresentam em média uma altura de 19,3 cm e largura de 
12,5 cm.

Amostra Peso do 
fruto (g)

Peso da 
semente (g)

Peso da 
polpa (g)

Casca do 
fruto (g)

Altura 
(cm)

Largura 
(cm)

1 1176,54 164,11 244,10 644,25 18,5 12,5

2 1142,99 154,99 362,25 567,20 19,3 12,5

3 921,65 110,90 268,37 517,21 20,5 12,0

Média 1142,99 154,99 268,37 567,2 19,3 12,5

Tabela 1 – Características físicas dos frutos de cupuaçu colhidos no IFMA - Campus São Luís 
Maracanã.

3.2	Transformações físico-químicas das sementes e amêndoas de cupuaçu

A Figura 1 apresenta as variações do pH e acidez das sementes e amêndoas de 
cupuaçu ao longo do processo de fermentação. Os resultados demostram que o índice de 
acidez das sementes de cupuaçu foi alto no tempo 0 da fermentação com um percentual 
de 1,4 e 0,44 % para ácido cítrico e acético, respectivamente, enquanto que o pH menor 
observado foi de 3,35.

Figura 1. Variações de pH e acidez durante a fermentação das sementes de cacau.
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Durante a fermentação a acidez reduziu de 1,44 para 0,16% e de 0,44 para 0,05% 
em termos de ácido cítrico e acético, respectivamente. O pH aumentou de 3,35 para 5,81 
ao fi nal da fermentação. O ácido cítrico é consumido pelas leveduras nos primeiros dias 
de fermentação, reduzindo a acidez inicial da polpa, aumentando o pH e favorecendo o 
crescimento das bactérias acéticas.

A fase acética é o momento da fermentação em que as bactérias acéticas dominam 
a fermentação e oxidam o etanol em ácido acético. Nessa fase um forte cheiro de 
“vinagre” (ácido acético) é comum. Neste estudo, observa-se que praticamente não houve 
produção de ácido acético o que resultou em um aumento do pH no fi nal da fermentação 
(FERREIRA et al., 2013). A baixa quantidade de semente, bem como, as condições em 
escala de laboratório podem ter infl uenciado no crescimento das bactérias.

3.3 Análises microbiológicas das sementes e amêndoas de cupuaçu

A Figura 2 representa a contagem de leveduras e bactérias acéticas durante a 
fermentação do cupuaçu. O processo fermentativo foi iniciado com um total de leveduras 
de 5 log (UFC/g), microrganismos oriundos das superfícies desses frutos. Ao longo da 
fermentação das sementes de cupuaçu, a população de leveduras aumentou, sendo 
observado contagens de 7,9 a 5,7 log (UFC/g) após 24 e 144 horas de fermentação, 
respectivamente. A maior contagem de leveduras foi de 9 log (UFC/g), observada após 96 
horas de fermentação seguida de redução da população de leveduras.

Figura 2. Crescimento de leveduras e bactérias acéticas durante a fermentação das sementes e 
amêndoas de cupuaçu.

As contagens de bactérias acéticas foram realizadas nos tempos 0, 24 e 96 horas e 
os resultados obtidos variaram de 4 a 9,9 log (UFC/g). O aumento dos níveis de oxigênio 
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(ar) provocado pelo revolvimento da massa e a elevação da temperatura (acima de 35°C) 
dentro das caixas de fermentação ficam ideais para o crescimento de bactérias acéticas 
(FERREIRA et al., 2013).  No presente estudo, a baixa quantidade de sementes e polpa 
criaram condições aeróbicas logo no início da fermentação, auxiliando no crescimento 
desses microrganismos. Ho et al. (2018) pesquisando a contribuição das bactérias 
ácido lácticas e acéticas para fermentação do cacau, observaram que após 72 horas 
de fermentação as contagens bacterianas diminuem para níveis indetectáveis e que 
dependendo da época na qual a fermentação ocorre, esse declinio pode acontecer em 
até 48 horas, o que não ocorreu com a fermentação das sementes de cupuaçu.

Serra et al. (2017) observaram contagens de leveduras menores a esse estudo em 
fermentações de cacau, obtendo uma população máxima de leveduras de 4,8 log (UFC/g) 
no estado do Pará. Além da produção de etanol, as leveduras são importantes porque 
melhoram as condições da fermentação para o crescimento das bactérias, causando o 
aumento dos valores de pH e degradando a polpa do fruto, o que provoca o aumento do 
oxigênio em contato com massa (FERREIRA et al., 2013).

Nesse estudo, a quantificação de bactérias lácticas não foi realizada porque não houve 
crescimento de colônias características dessas bactérias. O sistema de fermentação das 
sementes de cupuaçu utilizado no presente estudo foi realizado em Erlenmeyer (escala 
de laboratório) e em condições de temperatura controladas em estufa. As condições 
assépticas utilizadas nesse sistema reduziram o crescimento de alguns microrganismos, 
o que justifica a ausência de bactérias lácticas.

Após a quantificação, um total de 11 cepas de leveduras (tabela 2) e 7 cepas 
suspeitas de serem bactérias acéticas (tabela 4) foram isoladas com halos de coloração 
marrom, indicando a secreção de beta-glicosidases necessária para produção de aromas 
na fermentação das sementes de cupuaçu. 

Candida, Saccharomyces e Pichia foram os três gêneros de leveduras identificados e 
diferenciados com base nas características bioquímicas. O percentual de isolados obtidos 
foi de 45,5% de cepas de Candida, 45,5% de Pichia e 1,1% de Sacharomyces.

ID
Carboidratos (2%)

Citrato Gêneros
Rafinose Sacarose Maltose Manitol Glicose

1 - + - + + + Candida
2 - - - + + - Candida
3 - - - + + + Candida
4 - + - + + - Candida
5 - - - + + - Candida
6 + - - - + + Sacharo-myces
7 - + - - + - Pichia
8 - - - - + - Pichia
9 - - - - + - Pichia
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10 - - - - + - Pichia

11 - - - - + - Pichia

Tabela 2 - Capacidade de crescimento na presença de carboidratos e assimilação do citrato.

O gênero Candida apresenta uma boa capacidade de crescer na presença de 
manitol, porém não cresce na presença de rafinose. Assim, as cepas que apresentaram 
essas características foram identificadas como pertencentes a esse gênero, diferente do 
gênero Pichia que não cresce na presença de manitol e rafinose. O gênero Sacharomyces 
é um dos poucos gêneros que cresce na presença de rafinose, sendo uma característica 
particular desse grupo (MIDDELHOVEN, 2002).

Os gêneros Candida, Pichia e Sacharomyces identificados neste estudo são muito 
encontrados em frutas. Essas leveduras fermentam bem a glicose, sacarose e maltose, 
são tolerantes a condições normais de fermentação (5% de etanol e crescimento em 
temperaturas de 25ºC) e também produtoras de beta-glicosidases. Essas cepas podem 
ser utilizadas na fermentação alcóolica de produtos alimentícios, como pães, vinhos e 
cervejas (SOARES et al., 2011).    

Considerando isso, as cepas foram testadas quanto à tolerância a diferentes 
concentrações de etanol e temperaturas (tabela 3). Um percentual de 81,8% e 63,6% 
das cepas obtidas crescem na presença de 10 e 15% de etanol, respectivamente, o que 
mostra a resistência dessas cepas a esse composto. Isso é interessante porque durante 
as fermentações alcóolicas de polpas de frutas, as leveduras podem permanecer mais 
tempo na fermentação e produzir mais etanol. Todas as leveduras cresceram a 5% de 
etanol e em temperatura de 25ºC, no entanto não cresceram a 45ºC, demonstrando 
sensibilidade a altas temperaturas.

ID
Etanol Temperatura

5% 10% 15% 25ºC 45ºC

1 + + - + -

2 + - - + -
3 + + + + -
4 + + + + -
5 + - - + -
6 + + - + -
7 + + + + -
8 + + + + -
9 + + + + -

10 + + + + -
11 + + + + -

Tabela 3 – Teste de tolerância de leveduras a concentrações de etanol e diferentes temperaturas
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Quanto à identificação de bactérias acéticas, os resultados apontam um percentual 
de 85,6% (n=6) pré-identificados como gênero Acetobacter e Gluconobacter, e apenas 
1 cepa (14,4%) foi identificada como gênero Frauteria. No entanto, mais testes são 
necessários para uma identificação mais precisa. 

ID Arabinose Xilose Oxidação de etanol Citrato Gênero
1 - - + - Acetobacter
2 - - + - Acetobacter
3 - - + + Acetobacter
4 - - - - Gluconobacter
5 + + - - Frateuria
6 - - - - Gluconobacter
7 - - - - Gluconobacter

Tabela 4 – Identificação bioquímica das cepas de bactérias acéticas.

O gênero Acetobacter apresenta como característica a oxidação de etanol a ácido 
acético, o que foi observado durante o crescimento no Ágar glicose, extrato de levedura e 
carbonato de cálcio acrescido de etanol e ácido acético. A presença de halos transparentes 
ao redor da colônia mostra que houve a produção de ácido que neutralizou o carbonato 
de cálcio presente no meio. Enquanto que, o gênero Gluconobacter não oxidou o etanol, 
não sendo observado halos transparentes ao redor da colônia (KADERE et al., 2008). O 
gênero Frauteria cresce na presença de carboidratos, como, arabinose e xilose, porém, 
não oxida o etanol (BERGEY’s, 1994).

As bactérias acéticas Acetobacter, Gluconobacter e Frauteria identificadas neste 
estudo estão presentes em flores, frutos, insetos e outros. Como a fermentação foi 
conduzida em escala de laboratório, as sementes não tiveram contato com insetos, 
sendo essas bactérias oriundas dos frutos. Esses microrganismos são importantes para a 
fermentação, pois o ácido acético produzido consegue penetrar no interior das sementes, 
matando o gérmen. Assim, a semente perde seu poder de germinar e transforma-se, 
então, em amêndoa (FERREIRA et al., 2013). 

4 | 	CONCLUSÃO

A identificação de leveduras e bactérias acéticas durante a fermentação das sementes 
de cupuaçu, bem como da produção de ácidos, mostram que o sistema teve um bom 
funcionamento. No entanto, a quantidade baixa de sementes interferiu no crescimento 
de bactérias lácticas provocando apenas uma fermentação parcial, e consequentemente 
influenciou na qualidade das amêndoas obtidas. Outro estudo utilizando esses 
microrganismos em condições controlados precisa ser realizado ampliando a escala de 
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fermentação a fim de se obter mais informações sobre a dinâmica de crescimento desses 
microrganismos durante a fermentação das sementes.
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