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RESUMO

Theobroma cacao (cacau), uma fruta amplamente cultivada no Brasil, ¢ um componente
essencial da bioeconomia amazbnica. Uma etapa crucial na producdo de cacau é a
fermentagdo esponténea, na qual a atividade microbiana é vital para a producéo de chocolate.
No entanto, a diversidade de microrganismos ativos e seu papel atrelados as proteinas
expressas pelos mesmos, nos atributos finais do chocolate é principalmente desconhecida.
Este estudo avaliou a abundancia relativa de bactérias e fungos e a diversidade de proteinas
expressas por tais microrganismos em diferentes estagios de fermentacdo espontanea de graos
de cacau usando uma abordagem combinada de metabarcoding e metaprotedmica. Os
resultados do metabarcoding mostraram que Saccharomyces, Torulospora, Weissella,
Lactobacillus e Acetobacter foram os géneros mais abundantes detectados durante os seis dias
de fermentacdo espontanea ocorrida em um municipio paraense que tem forte apelo
econémico para a regido e para a cultura do cacau. A diversidade de proteinas foi dinamica ao
longo do processo, pois a maior identificacdo de proteinas atribuidas a T. cacau e leveduras
ocorreu nas primeiras etapas (TO - T3) da fermentacdo. Em contraste, as proteinas atribuidas
as bactérias foram mais abundantes nos estagios avancados (T4 - T7). No entanto, foram
detectadas mudancas significativas nos taxons ativos ao longo dos dias, através da
fermentacdo, onde além dos géneros bem conhecidos envolvidos na fermentacao
(Saccharomyces, Lactobacillus e Acetobacter), alguns novos tdxons microbianos pareciam
ativos durante o processo, incluindo bactérias (Ferruginibacter sp., Dongia mobilis,
Inquilinus spp., Microvirga spp., Rummeliibacillus spp. e Sphingopyxis spp.), fungos
semelhantes a leveduras (Cyphellophora europaea) e fungos filamentosos (Acremonium
chrysogenum, Ashbya gossypii, Candolleomyces aberdarensi, Lasiodiplodia theobromae e
Psathyrella spp.). Esses resultados indicam uma mudanca na abundancia relativa de proteinas
nas diferentes etapas, denotando que diversos microrganismos participam da fermentacédo
espontanea, e sua atividade varia ao longo do processo. Esses resultados abrem oportunidades
para pesquisas futuras que conectem o metabolismo microbiano a qualidade final do

chocolate.

Palavras-chave: Bactérias. Cacau. Fermentacdo Esponténea. Metabarcoding, Protedmica.



ABSTRACT

Theobroma cacao (cocoa), a widely cultivated fruit in Brazil, is an essential component of the
Amazonian bioeconomy. A crucial step in cocoa production is spontaneous fermentation, in
which microbial activity is vital for chocolate production. However, the diversity of active
microorganisms and their role linked to the proteins expressed by them in the final attributes
of chocolate is mostly unknown. This study evaluated the relative abundance of bacteria and
fungi and the diversity of proteins expressed by such microorganisms at different spontaneous
fermentation stages of cocoa grains using a combined metabarcoding and metaproteomic
approach. The metabarcoding results showed that Saccharomyces, Torulospora, Weissella,
Lactobacillus, and Acetobacter were the more abundant genera detected through the six days
of spontaneous fermentation occurred in a municipality in Para that has a strong economic
appeal for the region and for the cocoa culture. The diversity of proteins was dynamic
throughout the process, as the higher identification of proteins assigned to T. cacao and yeasts
was in the first stages (TO - T3) of fermentation. In contrast, proteins assigned to bacteria
were more abundant in advanced stages (T4 - T7). However, changes in active taxa were
detected over days throughout fermentation, where of the well-known genera involved in
fermentation (e.g. Saccharomyces, Lactobacillus and Acetobacter), some new taxa resident
microbes beyond the process, including bacteria (Ferruginibacter sp., Dongia mobilis,
Inquilinus spp., Microvirga spp., Rummeliibacillus spp., and Sphingopyxis spp.), yeast-like
fungi (Cyphellophora europaea) and filamentous fungi (e.g., Acremonium chrysogenum,
Ashbya gossypii, Candolleomyces aberdarensi, Lasiodiplodia theobromae and Psathyrella
spp.).These results indicate a change in the relative abundance of proteins in the different
stages, denoting that diverse microorganism participate in spontaneous fermentation, and their
activity varies through the process. These results open opportunities for future research to

connect microbial metabolism to the final quality of chocolate

Keywords: Bacterium. Cocoa. Spontaneous Fermentation. Metabarcoding. Proteomics.
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1. INTRODUCAO

Theobroma cacao L. (cacau) é uma arvore frutifera tropical nativa cultivada
na Asia, Africa e América do Sul em areas conhecidas como cinturdo do cacau (DA
SILVA et al., 2016; WAHYUNI et al., 2021). O Brasil é o maior produtor de cacau da
América do Sul, com uma estimativa de 239.400 toneladas secas, correspondendo a
quase 5% da producdo mundial de cacau (ANDERS, 2020; GATEAU-REY et al., 2018;
ICCO, 2020). No norte do Brasil, a producdo de cacau esta concentrada principalmente
nos estados do Para, Rond6nia e Amazonas (CUNHA, 2018; MENDONCA et al.,
2019). O estado do Para tem recebido atencdo significativa desde que passou a ser o
maior produtor do pais, com uma producdo média de 911 kg de améndoas de cacau por
hectare, convertendo o cacau na segunda maior commodity da bioeconomia paraense
(ANDERS, 2020). Hoje, a producdo de cacau é desafiadora, pois as plantacdes
enfrentam estresses ambientais, que podem afetar a qualidade dos frutos e, portanto, a
caracteristica sensorial final do chocolate (LAHIVE et al., 2019). Conhecer a
diversidade microbiana associada a cadeia produtiva e as enzimas ativas por meio da
fermentacdo é essencial para o reconhecimento de microrganismos ativos durante o

processamento dos gréos de cacau.

Embora seja bem conhecido que microrganismos criticos estdo envolvidos na
fermentacdo do cacau, outros fatores como o componente microbioldgico associado as
sementes de chocolate, o processo de producdo, o solo e fatores ambientais podem
modificar a diversidade microbiana ao longo da fermentacdo (CHETCHIK et al., 2017,
BASTOS et al., 2018). Portanto, é necessario conhecer a diversidade de
microrganismos associados a producdo local de cacau em diferentes condigdes ou
locais. Além disso, a andlise de proteinas diferencialmente expressas ao longo do tempo
pode revelar aspectos criticos da atividade de microrganismos durante a fermentacao,
que podem influenciar na qualidade final do chocolate. “em outras palavras, alguns
micrébios podem estar diretamente ligados a sabores especiais que conferem a cada

chocolate de diferentes regides (ou produtores) suas qualidades unicas.

Apesar de evidéncias cientificas que analisam a mudanca na diversidade

microbiana em diferentes estagios de fermentagdo serem comumente relatadas, as

18



informacGes sobre microrganismos ativos na fermentagcdo ainda s&o limitadas
(SCHWAN et al., 2004; ILLEGHEMS et al., 2015). Este estudo teve como objetivo
avaliar a diversidade e a atividade de microrganismos na fermentacdo espontanea
usando uma abordagem combinada de metabarcoding e metaprotedmica. A
identificacdo da diversidade microbiana e das proteinas abrird oportunidades para
pesquisas futuras que conectem o metabolismo microbiano a qualidade final e as

caracteristicas sensoriais do chocolate.

19



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Demonstrar as alteragdes sofridas pelas comunidades microbianas durante o
processo fermentativo do cacau (Theobroma cacao L.).

2.2 Objetivos Especificos

e Obter a diversidade de microrganismos presentes ao longo do processo de
fermentacdo do cacau utilizando sequencias das regides 16S bacteriana e ITS

fungico;

e ldentificar as proteinas expressas pelos microrganismos durante a fermentacdo do

cacau através da metaprotedmica.

20



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 O Cacau

Os cacaueiros (Theobroma cacao) (Figura 1) possuem altura mediana,
ramificagdes proeminentes, folhas longas e pendentes, as quais podem atingem até
35 cm de comprimento, suas flores (brancas, amarelas ou rdseas) sdo reunidas em
grupos que surgem no caule, sdo hermafroditas e se desenvolvem no tronco ou nos
ramos lenhosos, a flor abre 20 a 25 dias apds o aparecimento de um pequeno botéo
floral, nas almofadas florais, de onde se desenvolvem e formam os frutos (FARREL
et al., 2018; LAHIVE et al., 2019).

Figura 1 - Cacaueiro (Theoborma cacao)

Fonte: Autora (2022)

Os frutos ou vagens (Figura 2) sdo bagas indeiscentes com comprimento entre
15 a 20 cm do eixo maior, e que variam no seu formato, espessura, cor, tamanho e
aspereza, dependendo de sua origem genética, em relacdo ao formato observa-se que

alguns frutos sdo lisos e redondos, enquanto, outros possuem sulcos profundos, no
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processo de amadurecimento do fruto ocorre mudancas na coloragdo, na sua fase
imatura observa-se uma gama de formas e cores de tamanhos, podendo apresentar
tons variados de verdes, avermelhados e marrons, no seu estdgio maduro os tons

variam de amarelo, marrom-amarelado a avermelhado-alaranjado (THI et al., 2016).

Figura 2- Cacau

Fonte: Autora (2022)

Sua casca externa, denominado exocarpo, possui entre as suas funcdes a de
protecdo e de um ovario, contribuindo com 70% do peso total do fruto, seguido por
uma camada ligeiramente lenhosa chamada mesocarpo e, finalmente, o endocarpo
que envolve as sementes (RAMSEY, 2016).

As quais possuem forma que varia de elipsoide a ovoide, com 2 a 3cm de
comprimento e estdo organizadas em fileiras, em torno de um eixo central
denominado placenta, e estdo recobertas pela polpa branca, macia com tons rosados,
uma mucilagem rica em acUcares fermentaveis, como a glicose, frutose e sacarose, e
possui baixo pH (3.0-3.5), sendo 0 meio propicio para o processo fermentativo deste
fruto (Figura 3) (BECKETT, 2009; MAPA, 2020).

A améndoa de cacau (Figura 3) ap0s seca e fermentada é utilizada na
fabricacdo de chocolate nassuas diversas formas, também dela se extrai a manteiga
de cacau, a qual é utilizada na inddstria farmacolégica e na fabricacdo de cosméticos,

por isso, as améndoas sdo o principal produto comercializado do cacau (MAPA,
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2020).

Figura 3- Améndoa do cacau sem polpa

Fonte: Autora (2022)

3.2 Fermentacéao

Para ocorrer 0 processo de fermentacdo do cacau é necessario ocorrer 0 pré-
processamento das améndoas, pois nesta fase ha o inicio de importantes
transformacdes fisicas e bioquimicas que contribuem para o desenvolvimento do

sabor, aroma e cor caracteristicos do chocolate (ALBERTINI et al., 2015).

Durante este processo importantes fatores internos e externos devem ser
considerados, por influenciarem a fermentacdo, os internos sdo: temperatura da
massa em fermentacdo; microflora presente no meio; pH e acidez do cotilédone; e os
externos sdo: sistema de fermentacdo (caixa de madeira, cesto, monte ou saco),
temperatura e umidade ambiente; tempo de fermentacdo; revolvimento da massa,
entre outros (LIMA et al., 2011; SCHWAN; WHEALS, 2004).

Dentre os sistemas mais utilizados na fermentacdo sdo cestos e caixas de
madeira, estes sdo conhecidos como cochos de fermentacdo, além de serem os mais
utilizados. As caixas devem possuir divisérias removiveis, com a finalidade de

facilitar o revolvimento da massa em fermentacdo, as dimensdes dos cochos devem
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varia de 0,90 a 1,20 m de largura, 0,90 a 1,00 m de altura e 2,00 a 6,00m de
comprimento, o fundo deve possuir frestas com aproximadamente 0,5 cm, espagados
de 15 em 15 cm, para ocorrer a drenagem dos liquidos liberados durante a
fermentacdo (MARTINS et al., 2011).

O processo fermentativo deve ocorrer no periodo de cinco a sete dias, onde
um tempo inferior a cinco dias resulta em sementes mal fermentadas (ou ndo
fermentadas) e um periodo superior a sete dias resulta em um cacau de coloragédo
escura e com odores de matérias em putrefacdo. Ainda, no processo a massa
normalmente é coberta com folhas de bananeira, no intuito de diminuir a perda de
calor e evitar o ressecamento excessivo da camada superficial de sementes, 0 uso das
folhas de bananeira se d& devido a mesma atuar propiciando uma inoculacdo dos
micro-organismos existentes na superficie da folha (DE VUYST; STEFAN, 2018;
MARTINS et al., 2011).

A massa de sementes deve ser revolvida ao longo dos dias de fermentacédo
(Figura 5), na qual normalmente se da a partir das 48h apds o inicio do processo
(SCHWAN; FLEET, 2014). Apos o primeiro revolvimento, a massa é submetida a
esse procedimento em intervalos de 24h (MARTINS et al.,, 2011; SCHWAN;
WHEALS, 2004). Esse processo € importante para que haja a aeracdo das sementes,
0 que controla o nivel de acidez, temperatura da massa e influencia na atividade
enzimatica, a qual é importante para o desenvolvimento do sabor e aroma das
améndoas de cacau (JINAP; NAZAMID; JAMILAH, 2002).

Figura 4- Revolvimento das sementes no periodo de 72 horas de fermentacao.
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Fonte: Autora (2022)

Destaca-se a importancia dos microrganismos ao longo do processo
fermentativo, pois estes sdo responsaveis pela fermentacdo bem-sucedida da polpa de
cacau, com a presenca de: fungos filamentosos, leveduras, bactérias laticas e
bactérias acéticas (Figura 6a) (ARDHANA; FLEET, 2003; HO; ZHAO; FLEET,
2015).

Contudo estes microrganismos dependem de fatores fisico-quimicos ja
citados, para que ocorra todas as transformacdes quimicas e bioquimicas durante o
processo. Com isso, a fermentacdo da massa de cacau € dividida em duas fases:
anaerdbica e aerdbica, respetivamente (SCHWAN; PEREIRA; FLEET, 2014).

A fase anaerdbica ocorre nas primeiras 48h de fermentacdo, com a presenca
de leveduras e bactérias laticas, contudo as leveduras sdo predominantes, sendo
responsaveis pela liquefacdo da polpa das sementes de cacau atraves da atividade

pectinolitica, devido a reducdo da viscosidade da polpa, ocorre a entrada de ar no
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sistema (HO; ZHAO; FLEET, 2014).

Além de metabolizarem a glicose e frutose para produzir etanol como produto
primario, através de uma reacdo exotérmica, 0 que ocasiona 0 aumento de
temperatura na massa de fermentacdo para 35-40°C, dioxido de carbono (COy) e
glicerol como  produtos  secundarios (Figura 6b) (DE  VUYST;
PAPALEXANDRATOU et al., 2011; DE VUYST; WECKX, 2016; HAMDOUCHE
etal., 2019).

Ainda durante a fase anaerobica, nas primeiras 24h da fermentacdo, o acido
citrico é utilizado como co-substrato por bactérias laticas citrato-positivas, onde é
convertido em acido latico ou &cido acético e/ou compostos aromaticos do
metabolismo do piruvato, como diacetil, acetoina e 2,3-butanodiol (Figura 6b),
causando ligeiro aumento no pH da polpa, o que favorece o crescimento bacteriano
(MOENS et al., 2014).

Contudo devido ao aumento do etanol produzido pelas leveduras e fungos
filamentosos, a elevacdo da temperatura e o declinio de fontes de energia, ocorre 0
decrescimento das bactérias laticas durante o restante da fermentacéo, a partir do
terceiro dia até final do processo fermentativo (SCHWAN; WHEALS, 2004;
OUATTARA et al., 2017). Consequentemente, ocorre a maior entrada de ar na
massa de fermentacdo, durante as primeiras 24 horas do processo, ocasionando o
crescimento de bactérias, como as laticas e acéticas, em torno das 24-72h de
fermentacdo (SCHWAN; WHEALS, 2004).

A fase aerdbica ocorre a partir das 48 horas, em consequéncia da entrada de
ar no sistema, as bactérias acéticas predominam no processo fermentativo, e sao
responsaveis pela oxidacdo do etanol produzido pelas leveduras em &cido acético, e 0
acido latico produzido pelas bactérias laticas em acido acético e acetoina (ADLE et
al., 2014), ocasionando em uma ligeira diminuicdo do pH da massa de fermentacao,
posteriormente o &cido acético é oxidado em CO: e &gua (Figura 6b) (CAMU et al.,
2007).
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Figura 5- Dindmica das comunidades microbianas (a), degradacdo do substrato e
cinética de producdo de metabdlitos (b) de um processo de fermentacdo de grdos de
cacau.
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Fonte: de Vuyst; Weckx (2016).

Ocorrendo também o aumento da concentracdo dos acidos presentes na
massa, e estes causam a morte do gérmen e o rompimento das paredes celulares,
permitindo que as substancias constituintes do gérmen: lipidios, proteinas,
carboidratos, compostos fendlicos, enzimas, sejam liberadas, ocasionando em
diversas reacOes responsaveis pela mudanca de coloracdo e formacdo de aroma e
sabor das sementes (Figura 7) (JINAP; DIMICK, 1990; NIELSEN; SNITKJAER,;
BERG, 2008).

Dentre estas enzimas, destacam-se as enzimas proteoliticas, responsaveis pela
formacdo de aminoacidos livres e peptideos, os quais Sdo precursores para a

formac&o de sabor do cacau e chocolate, além, que, durante a degradacéo Strecker de
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cada aminoé&cido especifico ird produzir um aldeido GUnico com um aroma Unico, por
exemplo, de fenilalanina: notas doces, amargo e de améndoa (benzaldeido), alanina:
notas frutadas (acetaldeido), leucina, notas de malte/chocolate (3-metilbutanal),
isoleucina; notas de  malte/chocolate  (2-metilbutanal),  valina;  notas
maltadas/nozes/chocolate (2-metil propanal) e fenilalanina; notas florais/mel
(fenilacetaldeido) (Figura 7) (DE VUYST, L.; LEROY, F., 2020; CASTRO-ALAYO
et al., 2019; VOIGT et al., 2016). Nessa etapa, a temperatura das sementes alcanca
temperaturas em torno de 45-50°C (DOMINGUEZ-PEREZ et al., 2020).

Figura 6- Formacdo de precursores de sabor do cacau, através de aminoécidos livres
hidrofébicos durante o processo de fermentacdo do cacau.
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Fonte: Gutierrez-Rios et al (2022).

O periodo do término da fermentacdo ocorre com a estabilizacdo da
temperatura do processo, além das sementes apresentam coloracdo vermelho-

castanho e a massa de fermentada apresenta aroma de vinagre devido a formacéo do
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acido acético durante o processo (MARTINS et al., 2011; THOMPSON; MILLER,;
LOPEZ, 2007).

3.3 Metaprotedmica

Estudos relacionados a microbiota tem tido novos avangos em decorréncia do
desenvolvimento de técnicas moleculares baseadas no DNA, as quais permitem o
estudo da estrutura microbiana, verificando a abundancia de genes relacionados a um

determinado grupo envolvido em uma via metabdlica (BASTIDA et al., 2009).

Dentre essas, destaca-se a metagendmica, a qual fornece um catalogo extenso de
informacBes gendmicas que podem ser traduzidas em uma lista de todos os produtos
proteicos possiveis presentes na amostra (HETTICH et al., 2012). Fornece, portanto,
uma descricdo fundamental dos genes funcionais e da filogenia de toda a comunidade
microbiana, presente na amostra analisada, representando assim somente o seu
"potencial funcional” (BASTIDA; JEHMLICH, 2016b) contudo, analises baseadas em

DNA néo produzem inferéncias em relacdo a atividade dos genes em questao.

Portanto, faz-se necessario o uso de diferentes técnicas moleculares para avaliar
0s taxons, funcéo e a relagdo destes com a expressdo de proteinas presentes durante a

fermentacao espontanea do cacau, como metabarcoding e metaprotedmica.

O metabarcoding ou marcadores de codigo de barras, € uma técnica que
possibilita a identificacdo de um grande conjunto de espécies em uma Unica de amostra
de DNA (DNA em massa) baseado no sequenciamento de alto rendimento (ITS) de
marcadores de DNA especifico (LIU et al., 2020).

Devido a obtencdo de fragmentos especificos de DNA, que permite a
identificacdo das espécies, associado a disponibilidade dos bancos de dados de codigos
de barra de DNA. Técnica amplamente utilizada, sobretudo em pesquisas r onadas ao
monitoramento ambiental, microbiota relacionada ao solo, 4gua devido a sua eficiéncia,
e os resultados serem rapidos e confidveis, em relacdo aos métodos convencionais de
identificacdo de microrganismos (FAZEKAS, 2009; VAFEIADOU, 2019).

Contudo para a realizacdo desta técnica, 0 DNA dos microrganismos deve passar
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por algumas etapas, entre elas ser extraido, sequenciado utilizando primers e condigdes
de PCR estabelecidas. Apos isso, os dados obtidos sdo comparados com um banco de
dados utilizado para cada taxon encontrado.

A metaprotedmica € uma técnica utilizada para caracterizar em grande escala
todo o complexo de proteinas de uma microbiota em um determinado momento, além
de permitir a reconstrucdo dos processos e vias metabdlicas que sdo centrais para o
funcionamento do ecossistema (WILMES, BOND; 2004), sendo assim uma importante
ferramenta utilizada para a caracterizacdo funcional de uma ampla variedade de
comunidades microbianas in situ (RODRIGUEZ-VALERA, 2004; WILMES; BOND,
2004), na metaprotedmica as proteinas sdo medidas usando a abordagem prote6mica de
shotgun (SCHIEBENHOEFER et al., 2019).

As proteinas sdo extraidas, isoladas e digeridas em peptideos, separadas e
analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (HPLC-
MS/MS). Apos isso, 0s espectros obtidos sdo comparados com espectro gerado in silico
oriundos de um banco de dados de sequéncia de proteinas, levando a correspondéncias
de espectro de peptideos (PSMs). Os peptideos entdo identificados sd@o usados para
inferir as proteinas presentes na amostra. Assim sendo, as proteinas podem ser anotadas
com taxons e funcdes, fornecendo informacbes sobre os niveis de expressdo génica
(SCHIEBENHOEFER et al., 2019).

Ademais, utilizar estas técnicas moleculares em um processo fermentativo, que
possui complexa microbiota que necessita de estudos, aliada as diversas mudancas
bioguimicas e quimicas que ocorrem durante este processo, trara as diversas respostas
necessarias para se entender de forma sucinta o regimento total deste processo, e em
toda sua cadeia produtiva, além da possibilidade de se assegurar o produto final de

maior qualidade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fermentacéo e coleta de gréos de cacau

A etapa de fermentacdo ocorreu no municipio de Tomé-Agu - PA
(2°28°41,3”S ¢ 48°16°50,7”°W), no més de maio de 2019, com temperatura em torno
de 32°C (dia) e 23°C (noite), o processo foi conduzido de acordo com o descrito por
Konagano et al. (2022), realizada em 2 cochos contendo cerca de 60 kg de sementes,

e cobertos com folhas de bananeira.

A fermentacdo teve duracdo de 144h (seis dias corridos), sendo realizado o
acompanhamento da temperatura ao longo dos dias do processo. Posteriormente, as
améndoas foram secas por 96 horas em uma estufa de secagem natural, e coletadas as
amostras secas de cada fermentagéo e ao longo do processo nos tempos de 0, 24, 48,
72, 96, 120, 144h dias corridos e ao cacau seco. Cerca de 100 g de cada amostra
fermentada, foram armazenadas em embalagem de polietileno estéril nomeados TO,
T1, T2, T3, T4, T5, T6 e T7, correspondendo aos tempos de fermentagéo e ao cacau
seco, necessariamente nesta ordem, e acondicionadas em temperatura de refrigeracao
(4 a 8°C).

Posteriormente foram encaminhadas para o Laboratério de Processos
Biotecnoldgicos (LABIOTEC/UFPA), onde foram realizadas as analises fisico-
quimicas, Laboratorio Genética Humana e Médica da UFPA, onde foi realizada a etapa
de determinacdo da sequéncia génica 16S rRNA bacteriano e 18S rRNA fungico, da
diversidade microbiana da analise de metabarcoding e para o Laborat6rio de Protedmica
do ITV, onde foram realizadas a etapa da extracdo de DNA, da analise de

metabarcoding e as analises de metaprotedmica.

4.2 Métodos

4.2.1 Anédlises fisico-quimica

As analises fisico-quimicas das amostras de améndoas de cacau foram realizadas
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de acordo com os métodos da Association of Official Analytical Chemists (AOAC), em
triplicata, para isso, analisou-se 0s cotilédones previamente triturados em moinho
manual de grdos. As analises realizadas foram: pH (método 970.21), acidez total
titulavel (método 31.06.06) e umidade (método 931.04), utilizou-se amostras secas e de

todos os tempos de fermentagéo.

A andlise de acucares redutores totais (ART) foi realizada seguindo o método de
acido dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959), com modificagdes.

4.2.2 Metabarcoding

As etapas da metodologia de Metabarcoding, encontram-se no Esquema 1, e
descritos abaixo.

Esquema 1 - Etapas da metodologia da anélise de Metabarcoding.

Metabarcoding
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Fonte: Autora (2022)
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4.2.2.1 Diversidade microbiana

4.2.2.1.1 Extragdo de DNA

O DNA total foi isolado de 0,25 mg de grdos de cacau macerado tomados nas

diferentes etapas de fermentacdo usando o Kit de Isolamento de DNA PowerSoil®

(QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo as recomendagbes do fabricante. A

concentragdo total de DNA foi estimada usando o Qubit™ dsDNA HS Assay (Thermo

Fisher Scientific), e a qualidade do DNA foi verificada em eletroforese de gel agarose

1%.

4.2.2.1.2 Sequéncia Génica 16S rRNA e 18S rRNA

O gene rRNA 16S foi amplificado pelo PCR usando o conjunto de primer

bacteriano detalhados na Tabela 1, da mesma forma, a regido ITS do gene rRNA 18S

usando o conjunto de primer fungico detalhados na Tabela 1, seguindo as condicGes
de PCR detalhadas em Costa et al., (2021).

Tabela 1 — Detalhamento dos primers bacteriano e fangico, utilizados na PCR.

GENE PRIMERS
S-D-Bact-0341-b- (5"-TCGTCGGCAGCGTCAGTGTGTATAGA
S-17-N GAGAGACACGGGGGGCWGCAG-3")
Bactéria

S-D-Bact-0785-a-

rRNA 16S A-21-N

Fungo fITS7i
rRNA 18S

ITS4i

Fonte: Autora (2022)

(5"-GTCTCG
TGGGGAGATGTGTATAAGAGAGAGAGGACTACHVGGGTATCTA
ATCC-3")

(5"-
TCGTCGGCAGCGTCAGTGTGTATAAGAGAGAGGTGARTCATCG
AATCTTTG-3")

(5"-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAGAGAGA
GAGTCCTCCCCCTCTTTGATATGC-30)

Para a primeira PCR, foi utilizado 5 pL de 5x Buffer, 2,4 uL de 25 mM MgCl;, 2
puL de 2 mM dNTP, 0,5 uL de primerl 10 pmol, 0,5 pL de primer2 10 pmol, 0,2 de
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puL Taq, 11,4 de pL H2O ultrapura e 3 pL de DNA totalizando um volume de 25 pL
para cada amostra. As PCRs foram realizadas no termociclador Veriti 96 com o
seguinte programa para fragmentos bacterianos: 3 minutos a 95 °C, seguida por 25
ciclos em 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos e 72
°C por 5 minutos. A construcdo da biblioteca para fragmentos de fungos: de 94 °C por
2 minutos, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 1 minuto, 72 °C
por 30 segundos e 72 °C por 7 min. Logo, ap6s a qualidade dos amplicons foi

verificada quanto ao tamanho dos fragmentos por meio de eletroforese capilar.

Os produtos da PCR foram purificados com o kit de esferas magnéticas AMPure
XP beads (Bechman Coulter) e indexado em uma nova PCR com o kit Nextera XT
(MMumina) com adaptadores de sequéncias Unicas (indexs) que foram adicionados a cada
amostra. Para a segunda PCR, foi utilizado 2,5 pL de Nextera XT index Primerl, 2,5 pL
de Nextera XT index Primer2, 12,5 uL de enzima 2x Kapa Hifi HotStart Ready Mix, 5
pL de agua ultrapura e 2,5 pL de produto de PCR. Logo apos, foi realizado novamente
a purificacdo com as esferas magnéticas utilizando o kit Agencourt AMPure XP e
quantificada através do Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific).

Posteriormente, a biblioteca foi padronizada para concentracéo de 4 nM e o pool
genémico foi agrupado de acordo com o protocolo 16S Metagenomic Sequencing
Library Preparation da IHlumina (Illumina, San Diego, CA, USA). Apds o preparo da
biblioteca foi realizado o sequenciamento de amplicons na plataforma Miseq-Illumina
utilizando o kit de corrida MiSeq V3 600 ciclos.

O tamanho e a qualidade dos amplicons foram estimados em um Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) usando um chip
DNA 1000. As bibliotecas foram purificadas com o kit de purificacdo AMPure XP
(Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) e processadas com o kit Nextera XT (lllumina,
San Diego, CA, EUA). As bibliotecas genéticas foram sequenciadas em uma
plataforma Miseg-Illumina usando um kit de reagente MiSeq V3 (600 ciclos;

Illumina) no laboratdrio de genética humana e médica da UFPA (Belém, PA).

As sequéncias de ITS e 16S obtidas foram analisadas utilizando-se o Pipeline

for MetaBarcoding Analysis (PIMBA), estimando os valores descritos em
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Nascimento et al., 2022.

Resumidamente, as sequéncias de baixa qualidade foram filtradas e aparadas
usando PRINSEQ v0.20.4, e sequéncias dianteiras e inversas foram mescladas
usando PEAR v0.9.19 (ZHANG et al. 2014). As leituras foram desreplicadas,
singletons removidos, e as sequéncias foram truncadas para 200 para fungos e 240
para bactérias. Quimeras foram filtradas, e as sequéncias foram agrupadas em
unidades taxondmicas operacionais (OTUs) usando VSEARCH v2.8.2. A atribuicéo
taxonémica foi desenvolvida utilizando-se o banco de dados UNITE para fungos e o
Ribossdmico Database Project para bactéria (ABARENKOV et al, 2010; COLE et
al, 2014).

Foram construidos graficos considerando a diversidade alfa e beta no
software R usando os pacotes ggplot2 e vegan. A diversidade beta foi calculada, e os
gréficos principais de analise coordenada (PCoA) foram construidos usando as
"distancias UniFrac ponderadas” no software R usando o pacote phyloseq. Os
heatmaps foram construidos com a abundancia total de OTUs usando software R

(pacotes fenoatmap e filoseq).

Estima-se que a diversidade alfa utilizasse o pacote vegano com os indices de
diversidade de Shannon e Simpson. Além disso, as analises de agrupamento dos
dados foram realizadas utilizando-se uma funcéo "hclust” com as opcGes "métodos =
ward.. D2" e "metodista = correlacdo™ do pacote pvclust no software R. A analise
multivariada permutacional de variancia foi aplicada utilizando-se a funcéo “adonis"

(pacote vegano).

4.2.3 Perfil metaprotedmico
As etapas da metodologia de Metaprotedmica, encontram-se no Esquema 2, e
descritos abaixo.

Esquema 2 - Etapas da metodologia da analise de Metaprotedmica.
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Fonte: Autora (2022)

4.2.3.1 Extracao de proteinas

O isolamento proteico foi realizado de acordo com Wang et al. (2006), com
modificagdes. Um total de 300 mg de sementes de cacau colhidas nas diferentes
etapas de fermentacdo foram maceradas em nitrogénio liquido, depois 9,0 mL de
tampao de extracdo [0,85 M de sacarose, 0,1 M Tris-HCI (pH 8.0), 2 % (w/v) sulfato
de dodecil de sodio (SDS), 1 mM de fldor fenilmtilsulfonil e 2% (w/v)
polivinylpolypyrrolidone] foram adicionados as sementes maceradas. Depois disso,
foram adicionados 3 mM Protease Inhibitor Cocktail Powder (Merck., St. Louis,
MO, EUA) e 70 mM dithiothreitol (DTT).

As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e, em
seguida, sbnicas cinco vezes (30s de duracdo para evento e intervalos de 30s). Cada
amostra foi fracionada em oito microtubos e homogeneizada individualmente com
700 pL de fenol saturado (pH 8.0).
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Apos a centrifugacdo a 14.000 rpm por 7 min a 4 °C, a fase fendlica de cada
aliquota foi coletada e combinada em novos microtubos, seguida por outra
centrifugacdo a 14.000 rpm por 7 min a 4 °C para remover qualquer residuo de SDS
ou a fase aquosa. A fase fenolica foi coletada, e as proteinas foram precipitadas
incubando as amostras com acetato de aménio de 800 puL 0,1 M (preparado em
metanol absoluto a -20°C) a -80°C durante a noite.

As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 4 min a 4°C, e o
sobrenadante foi descartado. A pelota de proteina restante foi lavada duas vezes com
1,5 mL 80 % (v/v) acetona gelada e etanol gelado. Finalmente, a pelota resultante foi
seca em um concentrador de vacuo por 7 min, e extratos de proteina foram
solubilizados adicionando 100 ul de 0,1% RapiGest™ Surfactant (Waters) e
armazenados a -80 °C até a digestdo proteica. A concentracdo proteica foi estimada
pelo uso do Fluorémetro Qubit 3.0 (Invitrogen).

4.2.3.2 Digestao de proteinas e dessalinizacdo de amostras

Cerca de 50 pg de proteinas foram quantificados por amostra. A preparacao
para a digestdo envolveu reducdo de proteinas com dithiothreitol (DTT) 5 mM e
incubacdo por 25 min a 56°C, seguida de alquilacdo com iodoacetamida (IAA) 14
mM para 30 min a temperatura ambiente. O IAA residual foi removido adicionando
DTT (5 mM) e incubando por 15 min em temperatura ambiente, seguido pela adicao
de CaCl, (1 mM) e tratamento com tripsina (20 ng pL™?) por 20h a 37°C.
Posteriormente, o acido trifluoroacético (TFA) foi adicionado a uma concentracdo
final de 0,4 % para parar a reacdo enzimatica. As amostras foram incubadas por 90
min a 37°C e centrifugadas a 14.000 rpm a 4°C por 30 min. Finalmente, o
sobrenadante foi transferido para frascos apropriados. A solucdo de pH foi corrigida
para 10 com hidroxido de aménio de 1 N para captura eficaz na coluna de primeira

dimensdo da Cromatografia Liquida de Ultra-Desempenho (HPLC).

4.2.3.3 Identificacdo de proteinas e analise de dados
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A identificagdo e quantificacdo de proteinas foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita em Nascimento et al. (2022), com pequenas modificagdes. Para
separagdo dos peptideos foi utilizada cromatografia liquida de ultra-desempenho
UHPLC® nanoACQUITY (Waters, Milford, MA, USA), configurada para operar em
uma dimensdo. Corrida Cromatogréafica de 158.73 minutos totais com gradiente,
condicdo inicial de trap 95:5. Foi injetado um volume de 1pL de amostra, passando
inicialmente pela Coluna Trap ACQUITY UPLC M-Class Symmetry (Waters) C18,
100A, 5um, 2D, v/im  180um x 20mm, a um fluxo de 2puL/min. Posteriormente a
amostra passa pela Coluna Analitica ACQUITY UPLC M-Class (Waters) HSS T3
1.8um, 75um x 150mm, com fluxo de 0.45 pL/min. O cromatografo é acoplado a um
espectrometro de massas ESI-Q-ToF SYNAPT G2S (Waters), configurado para operar
em modo positivo, e fragmentacdo continua (MSF) com a energia de colisdo oscilando
entre 5 a 40 eV. Foram adquiridos espectros de massas dentro da faixa de 50 a 1200 Da,
com scan de 0,5 segundos e um intervalo entre scans de 0,1 segundos. A largura do pico
e resolucdo dos espectros de massas foram configurados no modo automatico. O
peptideo (lockmass) [Glu-1]-fibrinopeptideo, de massa 785.4827 Da e cargas +2, foi
utilizado como referéncia e lido a cada 30 segundos (segundo configuraces do
lockmass spray).

Os dados brutos foram processados utilizando-se 0 Progenesis (Waters), e as
buscas foram realizadas através do Progenesis com um banco de dados personalizado
composto por sequéncias das bases de dados revisadas por bactérias e fungos
UniprotKB e Theobroma cacao NCBI (contendo sequéncias bacterianas e fungicas). Os
peptideos foram aceitos quando a taxa calculada de falsa descoberta foi inferior a 4%. A
andlise funcional das proteinas atribuidas foi obtida a partir do software Unipept v.4.0
utilizando parametros padrdo (MESUERE et al., 2015) (http://unipept.ugent.be/datasets,
acessado em 15 de marco de 2022) para obter termos de Ontologia Genética (GO),
nameros da Comissdo enzimatica (CE) e classificacdo taxondmica. As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando o método de menor ancestral comum (LCA)
com base na lista de peptideos identificados. As diferencas entre as amostras foram
estimadas com base em uma composicdo funcional ou taxonémica utilizando o
aplicativo de desktop Unipept (VERSCHAFFELT et al., 2021).
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4.3 Analise de dados
4.3.1 Analises fisico-quimicas

Foi realizado o teste de Shapiro Wilk para determinar a normalidade das
variaveis estudadas, posteriormente foi realizado a ANOVA a 5% de significancia junto
com teste de Tukey e Andlise de Componentes Principais (PCA) utilizando o programa
Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA).

4.3.2 Metabarcoding e metaproteémica

Diferencas significativas entre os estagios de fermentacdo para as variaveis
total obtidas sequéncias, e peptideos identificados totais foram detectados por
ANOVA unidirecional. Comparagdes post hoc pairwise foram realizadas usando o
teste de alcance multiplo de Tukey. Todos os testes estatisticos foram realizados
utilizando-se o software R (R Core Team 2018. ehttps://www.R-project.org),
considerando significancia estatistica em p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Fisico-quimica

Os resultados do teste de Tukey da andlise de acidez total

dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores do teste de acidez total titulavel (mEqNaOH/100g).

titulavel estao

Média
Tempo T7 TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

T7 0,987679 0,854231 0,146542 0,000175 0,000175 0,397498 0,278579
TO 0,987679 0,999200 0,031791 0,000175 0,000175 0,859693 0,732967
T1 0,854231 0,999200 0,011272 0,000175 0,000175 0,988709 0,951915
T2 0,146542 0,031791 0,011272 0,000175 0,000175 0,002360 0,001490
T3 0,000175 0,000175 0,000175 0,000175 0,085923 0,000175 0,000175
T4 0,000175 0,000175 0,000175 0,000175 0,085923 0,000175 0,000175
T5 0,397498 0,859693 0,988709 0,002360 0,000175 0,000175 0,99995
T6 0,278579 0,732967 0,951915 0,001490 0,000175 0,000175 0,99995

* Letras em outras cores diferem estatisticamente entre si (p > 0,05, Teste de Tukey) em

uma mesma analise.

Os valores de pH encontrados, encontram-se com similaridade ao de Konagano
et al., (2022), onde os valores médios aumentaram a partir das 72 horas de fermentagéo
(T3), sendo este o periodo que ocorre 0 pico de producdo de acidos acético, pelas
bactérias acéticas (VUYST; WECKX, 2016), e a partir do T4 ocorre a queda do pH,
devido aos metabolitos excretados pelos micro-organismos presentes no meio, como:
etanol, acido latico e acido acético (AFOAKWA, 2016) e ao elevado aumento de

temperatura da améndoa.

Aradjo et al., (2014) estabeleceram que o pH é um parametro importante
utilizado para estabelecer o indice de qualidade do cacau- IQC, os valores devem estar na
faixa de 5,60 a 6,57, tendo o valor 6timo de 6,01. As améndoas deste trabalho obtiveram

valor médio de pH de 5,98, estando dentro do estabelecido.

A acidez total titulavel (ATT) aumenta durante o periodo da fermentagdo,
ocorrendo um decréscimo em T5, como ja relatado por Nazaruddin et al., (2006). TO e

T1 ndo diferem estaticamente entre si (p < 0,05), assim como T7, nos periodos T4 e T5
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ocorre uma elevacdo da ATT, devido a presenca dos &cidos (acético, citrico, latico,
malico), sintetizados através do metabolismo microbiano (AFOAKWA, 2016;
PAPALEXANDRATOU et al., 2011), com isso, as améndoas destes periodos diferem
entre si estatisticamente (p < 0,05).

O valor médio da acidez total titulavel das améndoas fermentadas deste trabalho
foi de 8,96 mEq NaOH/100 g, valor menor do estabelecido por Aradjo et al., (2014)
para 1QC, para este atributo que varia 10,53 a 19,379/100g. Deve-se ao mal
armazenamento desde o ano de 2019.

De acordo com os resultados de umidade, é possivel observar que houve reducédo
que variam de 39,66% a 43,11% de umidades final do processo, valores que destoam do
encontrado por Konagano et al., (2022) que foi de mais de 86%, 0 que € essencial para
evitar o desenvolvimento de fungos toxigénicos, segundo Kedjebo et al. (2015), e
proliferacdo da microbiota presente nas améndoas. O armazenamento incorreto das
améndoas acarretou gue as mesmas absorvessem agua do meio em que se encontravam,
e com isso, a proliferacdo da comunidade microbiana presente nas mesmas como pode-

se observar no cacau seco (T7).

Os resultados do teste de Tukey das analises de aguUcares redutores totais estdo

dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores do teste de Tukey para agucares redutores totais.

Média
Tempo T7 T0 T1 T2 T3 T4 TS5 T6

T7 0,000236 0,000236 0,001445 0,626419 0,976091 0,000239 0,000236
T0 0,000236 0,054997 0,000236 0,000236 0,000236 0,000236 0,000236
T1 0,000236 0,054997 0,000242 0,000236 0,000236 0,000236 0,000236
T2 0,001445 0,000236 0,000242 0,000431 0,003368 0,000236 0,000236
T3 0,626419 0,000236 0,000236 0,000431 0,236620 0,000260 0,000236
T4 0,976091 0,000236 0,000236 0,000236 0,236220 0,000237 0,000236
TS5 0,000239 0,000236 0,000236 0,000236 0,000260 0,000237 0,000260
T6 0,000236 0,000236 0,000236 0,000236 0,000236 0,000260 0,000260

* Letras em outras cores diferem estatisticamente entre si (p > 0,05, Teste de Tukey) em

uma mesma analise.

De acordo com dados obtidos, nota-se que a dindmica das moléculas de agucares
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ocorreu de maneira muito distinta nos primeiros periodos de fermentagdo (TO — T2),
enquanto que a partir de T4, o consumo das moléculas de glicose e frutose apresentaram
perfil semelhante, os quais, de acordo com Farah et al., (2012), participam de reagdes de
condensacdo com aminoacidos livres e peptideos, através da reacdo de Maillard,
gerando compostos responsaveis pelo sabor e aroma das améndoas. No entanto, ao final
do processo fermentativo (T5 — T6) a concentracdo de glicose e frutose apresentou
diferenga significativa entre os processos (p < 0,05), a concentracdo final de agucares
presentes ao final do processo fermentativo resulta em uma maior disponibilidade
dessas moléculas para o desenvolvimento de compostos sensoriais importantes durante

a secagem, sendo assim um importante parametro para a 1QC.
5.2 Analise de Componentes Principais (PCA)

Os dois primeiros componentes (PC1 + PC2) explicaram 87,82% da variancia
dos dados, durante a fermentacédo, levando em consideragdo os parametros analisados:

pH; acidez total titulavel, umidade e agucares redutores totais (Figura 7).

Figura 7- Teste de Eigenvalue dos parametros de fisico-quimica analisados durante o
processo de fermentacdo do cacau.
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Considerando os dados observados a partir da anélise multivariada (Figura 8), é
possivel notar que os pardmetros que obtiveram maior variacdo nos dados foram de
umidade e acidez. Apesar dos valores de acidez total titulavel apresentarem valores
similares aos encontrados por Koganago et al., (2022), seu valor médio encontrou-se
abaixo do estabelecido por Aradjo et al., (2014), ocasionando em possiveis mudancas
organoléticas do chocolate final, visto que, a acidez est& diretamente relacionada com a

atividade das bactérias laticas e acéticas das améndoas.

Os valores encontrados para a analise de umidade das améndoas de cacau
fermentadas, estava abaixo dos valores encontrados por Konagano et al., (2022), esse
fato pode ser explicado pelo armazenamento das améndoas em refrigeracdo desde o ano
de 2019, sendo este um atributo importante de avaliacdo da qualidade do cacau, pois a
atividade de agua das améndoas infere na atividade da microbiota presente, explicando

a atividade fungica e bacteriana elevada no cacau seco (T7).

Figura 8 - Analise multivariada de PCA dos parametros de fisico-quimica analisados
durante o processo de fermentagédo do cacau.
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5.3 Metabarcoding fungico e bacteriano

O sequenciamento 16S produziu 321.492 leituras brutas em 7 bibliotecas de
entrada. Apds filtragem de qualidade, 42.190 sequéncias foram mantidas. As
sequéncias variam de 88.244 no dia 5 a 11.726 no dia 3. Em relacdo as sequéncias
bacterianas, os firmicutes e as proteobactérias foram os filos mais abundantes nos
diferentes dias de fermentacdo. No caso dos firmicutes, os valores variaram de 98,2%
(TO) a valores abaixo de 1% (T7). Da mesma forma, a abundancia de proteobactérias
variou de 94,1% (T7) a 1,8% (T0), (Figura 9B) (Tabela 4).

Weissella e Lactobacillus foram os mais abundantes no nivel do género no
primeiro dia (T1). Uma mudanca na diversidade de bactérias foi identificada no
periodo T1, sendo os géneros Lactobacillus e Acetobacillus os mais abundantes. Além
disso, o género Flavobacterium é presente no periodo T5 e T6 (Figura 10B). No
periodo T7, observou-se uma mudanga significativa na diversidade de microrganismos
identificados (Figuras 9 e 10). As taxas de diversidade de Shannon e Simpson foram
maiores nas amostras no periodo T7 em comparacdo com os dias anteriores (Figura
11).

Tabela 4 - Abundancia relativa de sequéncias de microrganismos identificadas no
estagio de fermentacdo de cacau (dia 1 a dia 7). Valores expressos como percentagem.

Organismo Filo Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
< Firmicutes 98,2 41,5 24,1 50,9 62,8 65,0 -
E Proteobacteria 1,8 58,5 75,9 49,1 32,7 35,0 94,1
— Gemmatimonadales - - - - - - 2,75
%() Bacteroidetes - - - - - - 1,47
- Acidobacteria - - - - - - 1,37

Ascomycota 98,5 98,1 89,3 73,0 80,4 88,5 92,9
o Basidiomycota 1,5 1,01 7,73 5,7 15,9 9,25 1,65
(2') Chytridiomycota - - 2,95 - - - 0,95
) Mortierellomycota - - - 21,3 3,77 1,65 3,35
Glomeromycota - - - - - - 0,38
Unidentified - 0,92 - - - 0,64 0,19

Fonte: Autora (2022)

O sequenciamento da regido ITS2 produziu um total de 350.916 leituras brutas nas

7 bibliotecas de entrada. Apds filtragem de qualidade, foram mantidas 75.745
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sequéncias de amplicon. Os resultados mostraram que Ascomycota, Basidiomycota,

Chytridiomycota e Mortiellomycota foram os filos mais abundantes. Ascomycota

apresentou a maior abundancia, variando de 98,5% (T1) a 80,4% (T5), (Figura 9A),

(Tabela 4).

Saccharomyces e Torulospora foram os mais abundantes no nivel do género

(Figura 10A) nos periodos de fermentacdo TO e T1. Uma mudanca na abundancia

relativa de fungos foi identificada no periodo T3, sendo Saccharomyces identificados

ao longo do processo e identificando outros géneros abundantes como Cladosporium,

Curvularia e Trichosporon (Figura 10A). Os indices de diversidade de Shannon e

Chaol foram mais elevados nos periodos T3 a T7 (Figura 10).

Figura 9- Abundéancia relativa no nivel de filo das principais sequéncias de rRNA (A)
fungica 18S e bacteriana 16S rRNA (B) obtidas a partir de grdos de cacau nos dias 1 a 7

do estagio de fermentacdo espontanea.
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Figura 10 - Abundancia relativa no nivel do género das principais sequéncias de rRNA
(A) fangica 18S e bacteriana 16S rRNA (B) obtidas a partir de grdos de cacau nos dias 1

a 7 do estagio de fermentacdo espontanea.
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Figura 11 - indices de diversidade de Shannon e Simpson de sequéncias fungicas de

rRNA (A) e 16S rRNA (B) bacterianas obtidas a partir de grdos de cacau nos dias 1 a 7
do estagio de fermentacdo espontanea.
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Neste estudo, a identificacdo de microrganismos associados a diferentes estagios
de fermentacdo utilizando a abordagem de metabarcoding, demonstra a alta
abundancia do filo Firmicutes (98,2%) no periodo inicial (TO) (Figura 9B) e do filo
Protobacteria (58,5% a 94,1%) (Figura 9B) durante o periodo inicial e restante do
processo (T1 a T7) apresentam semelhanca aos estudos de Papalexandratou et al.,

(2011), onde a coexisténcia destes filos esta relacionada as fontes de carboidratos,
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glicose, sacarose e glicerol presentes nos graos de cacau, porém no periodo final (T7)
(Figura 9B) a preponderancia destes substratos € minima devido ao consumo pela
microbiata do cacau, ocasionando na queda dos Firmicutes (< 1%) (CAMU et al.,
2007).

Demostra a preponderancia do género Saccharomyces nos estagios iniciais de
fermentacdo (T1 e T2) (Figura 10A). Espécies do género Saccharomyces tém sido
descritas como essenciais na fermentacdo de grdos de cacau, estudos relatam a
importancia dessas leveduras na producdo de compostos aromaticos importantes para
0 sabor do chocolate, como aldeidos, ésteres e cetonas (BASTOS et al., 2018;
BATISTA et al., 2015; CHAGAS JUNIOR et al., 2021), além de serem responsaveis
pela degradacdo de acUcares fermentaveis presentes na polpa mucilaginosa a
atividade das enzimas pectinoliticas no etanol, nos estagios iniciais de fermentacao
(BATISTA et al., 2015; FIGUEROA-HERNANDEZ et al., 2019).

Da mesma forma, Torulaspora foi abundante nos periodos T1 e T2 (Figura 10A).
Esta levedura tem sido descrita como essencial no processamento de grdos de cacau,
tendo papéis potenciais na influéncia dos perfis sensoriais de produtos fermentados
(FERNANDES et al.,, 2021). A alta abundancia desses géneros de leveduras
detectada neste estudo pode ter efeitos benéficos sobre o chocolate resultante, uma
vez que a co-inoculacdo dessas mostrou um aumento nas propriedades quimicas do
produto final em alguns hibridos de cacau (VISINTIN et al., 2017).

Assim como a levedura Trichosporon (Figura 10A) tem sido descrita como
essencial na fermentacao de oleaginosas, contudo, seu efeito direto na fermentacdo do
cacau precisa ser decifrado (HUANG et al., 2017).

Além de leveduras, destacam-se outros géneros de fungos (fungos filamentosos)
como Cladosporium e Curvularia, detectados nos estagios finais de fermentacéo (T6
e T7) (Figura 10A), cujo papel esta relacionado a producdo de enzimas amilase,
pectinase, celulase e xilanase que sdo de interesse para o processamento de graos de
cacau e producdo de compostos aromaticos do grupo pirazina, relacionados
especialmente em chocolates finos (BATISTA et al., 2015; DE ARAUJO et al,,
2019; ARAUJO-MELO et al., 2019) além disso, o fungo Cladosporium mostrou-se

47



uma opc¢do valida como cultura inicial na fermentacdo do cacau, resultando em um

cacau com baixa acidez e alta quantidade de aminas (KONAGANQO et al., 2022).

O metabarcoding de géneros bacterianos também demonstra uma mudanca
significativa na diversidade dos microrganismos mais abundantes através dos
diferentes estagios de fermentacdo, com bactérias dos géneros Weisella abundante no
periodo (TO) e Lactobacillus abundante durante todo o processo de fermentacao (TO -
T6) (Figura 10B), representantes de bactérias do &cido latico, responsaveis pela
metabolizacdo do cétion de carboidratos e acido citrico produtor de &cido latico, e
pela reducdo do agucar frutose a manitol e consequente acidificacdo da améndoa.

Além da alta abundancia do género Acetobacillus durante o periodo de
fermentacdo (TO - T6) e do género Flavobacterium no periodo final (T5 e T6). O
género Acetobacillus representa as bactérias acéticas, que promovem a oxidagdo do
alcool presente e a producdo de &cido acético, promovendo o aumento da acidificacdo
da améndoa, resultando na morte do embrido de cotilédones e nas demais reacoes
bioguimicas do processo de fermentacdo (BATISTA et al., 2015; KADOW et al.,
2015).

Os géneros Weisella, Acetobacter e Lactobacillus tém sido descritos como
essenciais para iniciar a fermentacdo espontanea do cacau, principalmente isolados e
estudados por seus atributos benéficos, incluindo o biocontrole de microrganismos
patogénicos, propriedades anti-inflamatdrias, potencial protetor contra o cancer,
probidticos, entre outros (DUSKOVA et al., 2013; KWAK et al, 2014; OLIVEIRA et
al., 2018; SANDHYA et al., 2016).

Da mesma forma, a producdo de peptideos antimicrobianos por cepas Bacillus
spp. foram relatados em repolho fermentado artesanal (IRORITA FUGABAN et al.,
2021). Pelo contrario, o papel dos microrganismos pertencentes aos géneros
Flavobacterium durante a fermentacdo dos graos de cacau tem sido menos explorado,
mas espera-se que possa ser um endéfito microbiano direto associado as estruturas
vegetais (HERRERA et al., 2022). Ainda assim, pode influenciar diretamente o

conteddo nutricional do produto fermentado (WEI et al., 2018).
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No cacau seco (T7), observou-se uma abundancia relativa significativa em relagéo
aos fungos e bactérias (Figuras 9 e 10) devido ao acondicionamento incorreto do
mesmo, desde o ano de 2019, ocasionando na elevacdo da umidade aliada aos
substratos presentes no cacau, resultando na proliferacdo de sua microbiota.

Portanto, leveduras diferentes de Saccharomyces sp., leveduras e fungos
filamentosos ja relatados durante o processo fermentativo do cacau, devem ser
considerados no manejo da fermentacdo espontanea, estudando seu papel como
iniciadores e sua influéncia final na qualidade do chocolate.

5.4 Metaprotedmica

No total, foram identificados 47.680 peptideos atribuidos a 813 proteinas nos
estdgios de fermentacdo. Dessas proteinas, 250 foram atribuidas a T. cacau, 70
atribuidas a leveduras e 390 atribuidas a bactérias. Essas proteinas foram ligadas a 56
géneros distintos, 30 a bactérias e 26 a fungos. A dindmica das proteinas totais atraves
da fermentacdo espontanea mostrou uma tendéncia clara. Nos primeiros estagios, as
proteinas estavam principalmente relacionadas ao T. cacau, leveduras e outros fungos,

enquanto, em estagios posteriores, estavam principalmente associadas a bactérias.

Essa mudanca de tendéncia foi especialmente detectada nos periodos T3 e T4,
onde a abundancia relativa de peptideos relacionadas as bactérias aumentou. Ao
contrario, os peptideos atribuidos a taxa fangica foram menores nos estagios finais da

fermentacdo, especialmente para peptideos atribuidos a leveduras (Figura 12).

Figura 12 - Abundancia relativa de peptideos totais atribuidos a bactérias, leveduras e
fungos filamentoso nos gréos de cacau nos dias 1 a 7 no estdgio de fermentacédo
espontanea.
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A abundancia relativa de proteinas mostrou que a classe Alphaproteobacteria e
Bacilli (Figura 13B) eram as bactérias ativas dominantes, em contraste, os fungos
ativos dominantes foram Saccharomycetes, Dothideomycetes e Agaricomycetes
(Figura 13A). No nivel do género, os taxons dominantes foram Microvirga,
Acetobacter, Gluconobacter e Lactobacillus. Da mesma forma, Saccharomyces,

Candida, Candolleomyces e Psathyrella foram os géneros fangicos dominantes.

Do total de microrganismos ativos, apenas seis cepas produziram proteinas com
papel direto na fase de fermentacdo espontanea (glicealdeido-3-fosfato desidrogenase,
fosfoglicerate quinase, enolase, sintetizador pantotenato, isbmerase de fosfosfato
triosefosfato, e sulfato adenililtransferase) destacando o papel das leveduras S.
cerevisiae, K. marxianus e A.gossypii durante toda a fermentacdo espontanea, contudo
estas proteinas estdo presentes em muitos proteomas, pois, sdo constituintes do

metabolismo primario dos vegetais.

Figura 13 - Abundancia relativa de peptideos no nivel de filo esponténea. fangico (A) e
bacteriano (B) obtidas a partir de grdos de cacau nos dias 1 a 7 do estagio de
fermentacdo.
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A andlise de GO dos peptideos mais abundantes identificados nas analises
determina que o0s peptideos atribuidos ao T. cacau estavam principalmente
relacionados ao processo metabdlico de carboidratos, redobramento de proteinas e
traducdo, assim como, os peptideos atribuidos as bactérias estavam envolvidos no
dobramento de proteinas e traducdo. Os peptideos atribuidos aos fungos estavam

relacionados ao processo glicoltico, dobramento de proteinas e processo metabdlico de
glicose (Figura 14).

Figura 14 - Abundancia relativa dos peptideos no nivel do género das principais
sequéncias fungicas (A) e bacteriana (B) obtidas a partir de grdos de cacau nos dias 1 a
7 no estagio de fermentacao.
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Da mesma forma, a analise dos peptideos associados aos niumeros da comisséo

enzimatica mostrou que eles estavam principalmente relacionados com as categorias

"com incorporacgdo de dois &tomos de oxigénio”, "histidina quinase™ e " fosfopiruvato

hidratase . As categorias atribuidas as bactérias estavam relacionadas ao "hidratado

fosfopirruvate”, "GTPase sintetizador de proteinas” e "H(+)-transportando ATPase de

dois setores”. Da mesma forma, os peptideos fungicos estavam principalmente

relacionados ao "ATPase de dois setores

quinase” (Figura 15).

fosfopiruvato hidratase™ e "fosfopiruvato

Figura 15 - Categorizacao funcional de peptideos em termos de GO processo biologico

(A) e numero CE (B) através da fermentacao espontanea de sementes de cacau.
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Quanto a diversidade de proteinas expressa pelos microrganismos, as principais
atividades durante o processo de fermentacédo incluem aquelas relacionadas a atividade
enolase, especialmente no periodo inicial da fermentacdo, da mesma forma, os genes
constitutivos do metabolismo de diferentes espécies (por exemplo, acompanhantes,
fatores de alongamento, proteinas ribossémicas) foram detectados juntamente com

proteinas envolvidas na fermentacao.

A importancia dos microrganismos na fermentacdo do cacau tem sido
amplamente relatada (AFOAKWA et al., 2008, LEFEBER et al., 2011). No entanto,
em condicdes de producdo padrdo, um estudo ndo conclusivo relacionou a diversidade
de microrganismos e a atividade metabolica na fermentacdo espontanea. Este estudo
identificou as proteinas expressas pelos diferentes microrganismos ativos durante a
fermentacdo espontanea (TO - T7) e a diversidade de proteinas abundantes, que foram

atribuidas a T. cacau, bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Figuras 12, 13 e 14).

No geral, essa mudanca na abundancia relativa de proteinas esta diretamente
relacionada as mudancas biogquimicas que ocorrem na fase de fermentacdo, pois as
estruturas das sementes primeiro sofrem varias modificacBes enzimaticas e
bioguimicas que permitem a morte do cotilédone, assim como modificacdes dos
acucares associados as sementes (SARBU, CSUTAK et al., 2019).

A diversidade de proteinas associadas a T. cacau e proteinas relacionadas a S.

cerevisiae comegam a diminuir, mas o aumento significativo na abundancia relativa
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associada as bactérias destaca 0 papel essencial das bactérias nos estagios avancados
da fermentacdo do cacau (CRUZ et al., 2013). Entre 0s microrganismos, as leveduras
sdo criticas nos estagios iniciais do processamento do grdo de cacau, seja na
fermentacdo espontanea ou induzida (DIAZ-MUNOZ, DE VUYST, et al., 2021;
KONE et al., 2021).

Os resultados do estudo mostraram que muitas proteinas expressas durante a
fermentacdo estdo relacionadas a diferentes leveduras, incluindo S. cerevisiae, Y.
lipolytica e K. marxianus, entre outros. Da mesma forma, a maior atividade de
proteinas associadas a Microvirga, Inquilinus, Gluconobacter, Acetobacter,
Limosilactobacillus, Lactobacillus e Bacillus foi em estagios posteriores de
fermentacdo, denotando um papel essencial de esses microrganismos nas fases
intermediéria e final do processo de fermentacdo e que também podem influenciar na
qualidade do chocolate. Estes resultados estdo de acordo com estudos recentes que
retratamos papel essencial das leveduras nas fases iniciais e a atividade adicional das
bactérias do &cido lactico e acético nas fases posteriores da fermentacdo (HO, ZHAO,
FLEET, 2014; ARANA-SANCHEZ et al., 2015; CAMU, 2007).

Devido aos resultados obtidos, foi possivel realizar uma inferéncia em relacéo a
abundancia de microrganismos (fungos e bactérias) e as possiveis notas de sabor e
aroma do cacau (Tabela 5), esses resultados corroboram com estudos ja realizados,
Koné et al., (2016) explica a importancia dos microrganismos na formacéo do perfil
aromatico no cacau, sobretudo das leveduras, destacando a capacidade destas
produzirem compostos chaves de cacau no inicio da fermentacdo (TO - T3), pois
convertem aclcares de diferentes substratos em alcoois e acidos organicos, que
mataram os cotilédones das améndoas e produziram compostos organicos volateis
precursores do sabor do chocolate (SCHWAN, 1998), como alcoois, &cidos,
cetonas, aldeidos, ésteres e pirazinas (CHAGAS-JUNIOR et al., 2021).

Dentre 0s microrganismos encontrados na protebmica (Tabela 5),
destacamos Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida e Pichia, principais leveduras
relacionadas as notas finas em chocolates como: frutas (Péra, abacaxi), doce, vinho,
malte, chocolate amargo, adstringente, vinagre, &cido e rancoso (RODRIGUEZ-

CAMPOS et al. 2011; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012; FRAUENDORFER,
54



SCHIEBERLE, 2006; BONVEHI, 2005; FRAUENDORFER e SCHIEBERLE, 2008).

Embora, tenha sido detectada mudangas significativas na abundancia de
microrganismos (fungos e bactéria) ao longo dos diferentes tempos analisados de
fermentacdo espontanea utilizando a abordagem de metabarcoding essa abundancia
ndo significa um papel ativo, uma vez que a abordagem de metaprotedmica revela
que varias das proteinas expressas estavam relacionadas principalmente ao
metabolismo interno de microrganismos e sem papel direto no processo de

fermentacdo (Figura 15).

Diferentes enzimas envolvidas na fermentacdo foram detectadas, incluindo
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, enolase, trisefosfato isomerase e fosfoglicerato
quinase (BOULTON et al., 1999; ZAMORA, 2009). Assim, os resultados
demonstram a atividade conjunta de varios microrganismos ao longo do tempo de
fermentacdo, uma vez que essas enzimas ndo foram produzidas para um grupo

especifico de microrganismos.

A glicolise € essencial na via metabdlica da fermentacdo alcodlica, sendo as
enzimas produzidas pela atividade metabdlica dos microrganismos a chave
(VALERA et al., 2020). E detectou que varios microrganismos expressaram essas
enzimas através dos diferentes tempos analisados (ou seja, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, enolase, triosefosfato isomerase e fosfoglicerato quinase), que foram
identificados ao longo do processo de fermentacdo, mas atrelada a taxas diferentes.
Alem da enolase ser descrita como essencial na via de Entner-Doudoroff,
(AGYIRIFO et al., 2019).

Os resultados encontrados em sua maioria concordam com varios estudos que
relatam a atividade de microrganismos especificos na fermentacdo do cacau (por
exemplo, S. cerevisiae, Acetobacter spp., Lactobacillus spp.) mas também apontam
para varias cepas que, apesar de serem usadas e detectadas na abordagem de
metabarcoding ndo apresentam proteinas ativas, nem envolvidas na fermentacdo ou
metabolismo interno  (Torulaspora). Por exemplo, algumas cepas como
Levilactobacillus spp., Gluconobacter spp., Methylorubrum spp. e Diutina spp., entre

outros, tém sido relatados para desempenhar papéis essenciais na fermentacdo ou sao
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usados como probiodticos, mas sdo pouco relatados na producdo de cacau (WANG,
2019; HUANG et al., 2022).

Além disso, este estudo identificou varios tdxons ndo relatados anteriormente
no processamento de gréos de cacau (por exemplo, Micrvirga spp., A. gossypii,
Inquilinus spp., Cyphellophora europaea, Ashbya gossypii, Candolleomyces
aberdarensi, Lasiodiplodia theobromae) (Tabela 5) e ndo foram utilizados como
iniciadores. Por conseguinte, novos estudos devem tentar isolar estas novas estirpes e
implementar a inoculacdo especifica com estes microrganismos, a fim de definir um
papel particular na transformacdo do gréo de cacau, a fim de determinar um papel
positivo ou negativo na qualidade final do chocolate.
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Tabela 5 - Atividade dos microrganismos ativos identificados com protedmica e relagdo das notas de sabor e aroma.

TAXA PAPEL RELATADO NA REFERENCIA NOTAS DE REFERENCIA
MICROBIANA FERMENTACAO SABOR E AROMA
Doce MAGALHAES DA
) MOENS et al.,
Acetobacter Sim. 2014 Améndoas VEIGA MOREIRA et
Amargo al., 2018
) _ JAHURUL et _
Acidothermus Sim. Em fermentacdo solida. Desconhecido -
al., 2013
) . o MAITY etal., _
Alcalina Sim. Alimentos funcionais. Desconhecido -
2022
Doce CRAFACK et al.,
) OUATTARA et
Bacilo Sim. Floral 2014
al., 2011
ARDHANA, 2003
VIESSER et al., Desconhecido -
Brevibacillus Sim.
2021

Torulaspora

Floral

VISITIN et al., 2017
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Améndoas

torradas
Doce
Manteiga
Cladosporium Sim Frutado (banana)
Floral
KONAGANO et Rancoso BRICENIO et al., 2009
al., 2022 Azedo
Doce
Caramelo
Café
Curvularia Sim ARAUJO-
MELO etal, Desconhecido i
2019
Dongia Desconhecido. - Desconhecido -
Ferruginibacter Desconhecido. - Desconhecido -
Flavobacterium Desconhecido. - Desconhecido -
Eructilactobacillus S.im. Geralmente em GUSTAW et al., Desconhecido -
alimentos fermentados. 2021
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Sim. Comum de microflora PEREIRA et al., Caramelo SUNAHARUN et. al.,

Geobacillus
de cacau. 2020 Doce 2014
Sim. Normalmente Desconhecido -
SOMBOLESTA
Gluconobacter encontrado em produtos
NI, et al. 2021.
fermentados
Inquilinus Desconhecido - Desconhecido -
] o OZER et al., Desconhecido -
Lacticaseibacillus Sim. Probiotico
2022
DAS NEVES
Lactiplantibacillus Sim. Probiotico SELIS, et al., Desconhecido -
2021
MAGALHAES Doce MAGALHAES DA
) ) DA VEIGA Améndoas VEIGA MOREIRA et
Lactobacillus Sim
MOREIRA et Amargo al., 2018
al., 2016.
) ) ) VIESSER et al., Desconhecido -
Latilactobacillus Sim 2021
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Leuconostoc

Sim. Detectado

NIELSEN et al.,
2007

Desconhecido

Doce
) ) . ) JUNQUEIRA et Améndoas JUNQUEIRA et al., 2022
Levilactobacillus Sim. Mas no café
al., 2021 torradas
Manteiga e 6leo
. ) ) VIESSER et al., Desconhecido -
Ligilactobacillus Sim. Detectado
2021
Frutas WANG et al., 2023
] VERCE et al., Citrico
Limosilactobacillus Sim. Detectado.
2022 Herbal
Manteiga e 6leo
MAGALHAES
DA VEIGA . -
Lysinibacillus Sim. Desconhecido
MOREIRA et
al., 2016
Doce
) ) ) SERRAcet al.,
Metilobacterium Sim. Sabor. 2019 Caramelo MOSCIANO, 1996
Algodao doce
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Sim. Mas em outra HUANG et al., Desconhecido -
Metilorubrum 5
fermentagéo. 2022
Microvirga Sem papel. - Desconhecido -
) ] SERRAcet al., Desconhecido -
Mycobacterium Sim.
2019
Frutado MOTA-GUTIERREZ
Herbal etal., 2019
_ VIESSER et al.,
Pediococcus Sim. CEVALLOS-
2020
CEVALLOS et al.,
2018
Sacerdotisia Desconhecido. - Desconhecido -
Rummeliibacillus Desconhecido. - Desconhecido -
Desconhecido. Talvez possa Desconhecido -
) o BIHN et al.,
Sphingomonas mudar o etanol para o &cido 2017
acético.
Sphingopyxis Desconhecido. - Desconhecido -
Acremonium Desconhecido. - Desconhecido -
) Desconhecido. Um provavel WEN et al., Desconhecido -
Alternaria
papel em compostos 2021
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organicos volateis.

) Desconhecido. Talvez BODADE e Desconhecido -
Articulospora 5 .
producéo de amilaseses. LONKAR, 2022
SCHWECHHEI Desconhecido -
Ashbya Desconhecido MER et al.,
2018
Frutas (péra, abacaxi) RODRIGUEZ-CAMPOS
Doce et al. (2011)
Vinho RODRIGUEZ-CAMPOS
MAHAZAR et Malte et al. (2012).
: : , € Chocolate amargo FRAUENDORFER,
Candida Sim. Usado como partida. al, 2015 Adstringente, SCHIEBERLE (2006)
Vinagre BONVEHI (2005)
Acido FRAUENDORFER,
Rancoso SCHIEBERLE (2008)
Candolleomyces Desconhecido - Desconhecido -
Cyphellophora Desconhecido - Desconhecido -
Davidiella sim. Unica presenca. DE ARAUJO et Desconhecido -
al., 2019
Deb Sim. Oni PAPALEXAND
ebaryomyces im. Unica presenca. i )
ryomy p ¢ RATOU e DE Desconhecido
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VOYST, 2011

. ) DELGADO- Desconhecido -
Desconhecido. Patdgeno
Diplodia OSPINA et al.,
vegetal.
2021
o Desconhecido. Talvez um WANG et al., Desconhecido -
Diutina o
probidtico. 2019
Desconhecido. Talvez Alle Desconhecido -
Fusarium
producéo de proteases. VIDHALE,
2013
Desconhecido. Comum em NETO et al., Desconhecido -
Hannaella
folhas de cacau. 2021
Frutas (péra, abacaxi) RODRIGUEZ-CAMPOS
Doce et al. (2011)
Vinho RODRIGUEZ-CAMPOS
Malte et al. (2012).
Kluyveromyces Sim. Sabor. CRAFACK et Chocolate amargo FRAUENDORFER,
al., 2013 Adstringente, SCHIEBERLE (2006)

Vinagre
Acido
Rancgoso

BONVEHI (2005)
FRAUENDORFER,
SCHIEBERLE (2008)

Lectera

Desconhecido.

Desconhecido

63



) DANIEL et al., Floral LYTRA et al., 2016
Meyerozyma Sim.
2009 Frutado
Nigrospora Desconhecido. - Desconhecido -
o ) o ) SILVAetal., Desconhecido -
Penicillium Sim, atividade lipase.
2017
Frutas (péra, abacaxi) RODRIGUEZ-CAMPOS
Doce et al. (2011)
Vinho RODRIGUEZ-CAMPQOS
Malte et al. (2012).
Pichia Sim. Sabor. CRAFACK et Chocolate amargo FRAUENDORFER,
al., 2013 Adstringente, SCHIEBERLE (2006)
Vinagre BONVEHI (2005)
Acido FRAUENDORFER,
Rancoso SCHIEBERLE (2008)
Psathyrella Desconhecido. - Desconhecido -
Pseudophialophora Desconhecido. - Desconhecido -
ARANA- Desconhecido -
Pseudozyma Sim. Mas s0 presenca. SANCHEZ et
al., 2015
Rizophlyctis Desconhecido. - Desconhecido -
Saccharomyces Sim. KOUAME et Frutas (péra, abacaxi) RODRIGUEZ-CAMPOS

Doce

et al. (2011)

64



al., 2021 Vinho RODRIGUEZ-CAMPOS
Malte et al. (2012).
Chocolate amargo FRAUENDORFER,
Adstringente, SCHIEBERLE (2006)
Vinagre BONVEHI (2005)
Acido FRAUENDORFER,
Rancoso SCHIEBERLE (2008)
] ILLEGHEMS et Desconhecido -
Vanderwaltozyma Sim.
al., 2012
) PAPANIKOLA Floral CORDEIRO, 2019
Yarrowia Sim.
OU et al., 2001
Desconhecido.
Desconhecido -
Lasiodiplodia Principalmente relatos sobre KUSWINANTI
doengas. etal., 2019

Fonte: Autora (2022)
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6. CONCLUSAO

Este estudo demonstra a mudanca na diversidade de microrganismos através da
fermentacdo espontanea usando metabarcoding e dados metaprotedmicos. Géneros
fungicos como Saccharomyces e Candida foram mais abundantes nos primeiros dias
(TO-T3), e géneros bacterianos como Microvirga, Lactobacillus e

Limosilactobacillus nos ultimos dias (T4-T7) de fermentacé&o.

Além de ser possivel realizar uma inferéncia sobre as notas de sabor e aroma
relacionados aos fungos e bactérias encontrados no cacau através da metaprotedmica,
destacando o papel das leveduras como as principais produtoras dos precursores de

notas como floral e frutada, encontradas em chocolates finos.

Apesar de wuma diversidade consideravel ter sido identificada, 0s
microrganismos ativos representam uma porgdo menor, mas com novos taxons como
Microvirga, Inquilinus, Candolleomyces e Lasiodiplodia mostrando ter um papel
durante a fermentacdo do cacau nas amostras estudadas. Novos estudos devem tentar
isolar e avaliar essas linhagens como starters e seus efeitos nas caracteristicas

sensoriais do chocolate resultante.
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