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RESUMO

Entre as diversas vias de transmissédo da Doenga de Chagas (DC), a forma oral,
através da ingestao do suco de acai, tem ganhado grande destaque. A literatura cientifica
sugere uma atracdo do inseto vetor da Doenca de Chagas, o triatomineo, pelos frutos de
Euterpe oleracea, que sofrem fermentagcdo esponténea, de maneira mais pronunciada,
em ambientes de microaerobiose. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar
0s produtos da fermentacdo natural do acai, em condicGes de hipoxia, e relaciona-los
com o comportamento dos triatomineos. Para isso, acompanhou-se 0 processo de
fermentac&o esponténea do agai, em sistema fechado, atraveés dos seguintes parametros:
producdo dos compostos organicos volateis, taxa de respiracdo, temperatura e umidade,
nos tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 25 horas, pos-colheita. Para a extracdo dos compostos
organicos volateis foi otimizado um método em Headspace, por microextracdo em fase
solida. As varidveis foram estudadas e otimizadas nas seguintes condi¢fes: massa da
polpa (650 mg); fibra extratora (Carboxen/Polidimetilsiloxano); tempo de exposicéo da
fibra (30 min); temperatura e tempo de banho (50°C/30 min); tempo de dessor¢édo
(4 min). A identificacdo dos compostos organicos volateis foi realizada por GC-MS.
Observou-se que todas as amostras sofreram fermentacdo alcodlica e acética, fato este
coerente ao condicionamento, microaeréfilo, em que foi acompanhado o processo de
fermentacdo natural da polpa. Além disso, outros processos fermentativos foram
identificados, como a fermentacdo malolatica e caproica. A identificacdo desses
produtos metabdlicos indicam uma perda na qualidade sensorial da polpa de agai, assim
como podem indicar uma possivel atracdo dos insetos vetores da Doenca de Chagas
pelo fruto. Dessa maneira, fica evidente a necessidade de aplicacdo das boas préaticas de
fabricacdo na cadeia produtiva deste fruto, afim de minimizar o desenvolvimento

microbiano e, por conseguinte, 0s processos fermentativos.

Palavras chave: Doenca de Chagas, pos-colheita, fermentacdo espontanea, acai, HS-
SPME, GC-MS.



ABSTRACT

Among the routes of transmission of Chagas Disease, the oral form, through the
consumption of acai juice, has gained great prominence. The scientific literature
suggests an attraction of the insect vector (triatomine) of Chagas Disease, to the Euterpe
oleracea fruits, under spontaneous fermentation which is more pronounced in
microaerobiose environments. Thus, this study was aims to identify the products of
natural fermentation of acai in hypoxic conditions, and relate them to the behavior of
the insects. For this purpose, the spontaneous fermentation process of acai, in a closed
system, was followed up, using the following parameters: volatile organic compounds
production, respiration rate, temperature and humidity, at 0, 5, 10, 15, 20 to 25 hours
during post-harvest. For the extraction of volatile organic compounds a headspace
method with solid phase microextraction was optimized. The variables were studied and
optimized on the following conditions: pulp mass (650 mg); fiber extractor
(CAR/PDMS); fiber exposure time (30 min), temperature and time of the bath (50
°C/30 min); desorption time (4 min). The volatile organic compounds analysis was
performed by GC-MS, allowing for their identification. It was observed that all the
samples underwent alcoholic and acetic fermentations, which is consistent to the
microaerophilic conditios used for the natural fermentation process of the acai pulp. In
addition, other fermentation processes were identified as: malolactic caproic acid
fermentation. The identification of these metabolic products indicates a loss in sensory
quality of acai pulp, and may indicate a possible explanation for the mechanism of
attraction of the insect vectors of Chagas Disease to the fruits. Thus, ones can note the
necessity of application of good manufacturing practices in the production chain of acai

fruit, with the aim to minimize microbial growth and therefore fermentation processes.

Key-words: Chagas disease, triatomine, postharvest, spontaneous fermentation, acai,
HS-SPME, GC-MS.
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1 INTRODUCAO

Em decorréncia de seu alto grau de impacto socioecondémico, a Doenga de
Chagas (DC) estd entre as mais importantes doencas parasitarias do continente
americano, porém ainda configura uma doenca negligenciada. Entre as suas vias de
transmisséo, a forma oral tem contribuido para o surgimento de novos casos e se da,
principalmente, pela ingestdo de formas tripomastigotas metaciclicas do protozoario
Trypanosoma cruzi, presentes em diferentes alimentos (CAMANDAROBA et al., 2002;
WHO, 2002; BARBOSA, 2010).

A ocorréncia de Doenca de Chagas Aguda (DCA) relacionada ao consumo de
alimentos constituia, até o ano de 2004, um evento pouco conhecido ou investigado,
embora notificado pelo Ministério da Satde do Brasil. Recentemente, microepidemias
de DCA, com casos graves e significativa letalidade na regido Norte do Brasil, tém sido
associadas a transmissdo do T. cruzi pela polpa de acai, seja pela contaminacdo dos
frutos ou da propria polpa, por meio dos insetos vetores (triatomineos, conhecidos como
barbeiros) (BARBOSA, 2010), os quais podem ser triturados no momento do
despolpamento, ou pelo contato com seus dejetos fecais.

Vérios odores emitidos pelos hospedeiros sdo conhecidos por despertarem a
atracdo dos insetos hemat6fogos. O dioxido de carbono (CO;), os &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e o &cido lactico tém sido apontados como pistas importantes, de
triatomineos em busca de alimento (BOTTO-MAHAN, et al.,, 2002; BARROZO;
LAZZARI, 2004; GUERENSTEIN; LAZZARI, 2008). Alguns alcoois, aldeidos e
cetonas sdo frequentemente relacionados ao comportamento sexual de triatomineos
(VITTA et al., 2009; PONTES et al., 2008).

Aguiar (2010) sugeriu que entre as possiveis causas de atracdo dos triatomineos
pelo fruto do acai, estejam alguns produtos das reacdes metabdlicas que ocorrem neste
fruto, tais como: o CO, e 0s &cidos organicos. Esses produtos volateis podem ter sua
producdo aumentada devido as condi¢cBes de armazenamento e transporte do acai, 0s
quais sdo empilhados nos pordes dos navios em paneiros, dificultando a aeracdo do
local, fazendo prevalecer a carga microbiana fermentativa. O autor relatou uma
producdo intensa dessas substancias até 27 horas de fermentacdo esponténea, em

sistema fechado.
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Dentre as técnicas utilizadas para concentracdo de compostos volateis, a
mircroextracdo em fase sélida (SPME — Solid Phase Micro Extraction), no headspace
(HS), destaca-se pela sua alta sensibilidade e seletividade, permitindo também baixas
temperaturas durante a extracdo, evitando assim a transformacdo de compostos
termolabeis. Por isso, tem sido a técnica mais relatada para definir o perfil quimico real
de substancias volateis em frutas, e, ainda, a mais fidedigna em estudos que
correlacionam a interagdo dessas substancias com organismos.

Dessa maneira, 0 presente trabalho teve como objetivo geral acompanhar o
processo de fermentacdo espontanea, pos-colheita, dos frutos de E. oleracea,
identificando os compostos organicos volateis (COVs), para posterior correlacdo dessas
substancias com a atra¢ao do inseto vetor da Doenca de Chagas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acompanhar o processo de fermentacdo natural dos frutos de E. oleracea, de
duas procedéncias, em sistema fechado, durante 25 horas pés-colheita.

e Otimizar um método HS-SPME para extracdo dos compostos volateis
produzidos durante fermentagéo natural dos frutos.

e Identificar e quantificar os compostos organicos volateis (COVs) produzidos
durante o processo fermentativo via CG-MS.

e Correlacionar os produtos do processo fermentativo, com a atracdo de

triatomineos, de acordo com a literatura.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DOENCA DE CHAGAS

2.1.1 Generalidades

A DC ou tripanossomiase americana foi descrita pelo médico sanitarista Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas — Carlos Chagas — em 1909. Esse brasileiro descreveu o
agente etioldgico, protozoario flagelado, T. cruzi, o transmissor (babeiro) e os modos de
transmissdo da doenca, assim como comprovou a existéncia de vertebrados que séo
reservatorios silvestres e domésticos do parasita, esclarecendo os aspectos basicos da
epidemiologia (ARGOLO et al, 2008; BRASIL, 2009).

Atualmente, a DC constitui uma das mais importantes endemias do Brasil e da
América Latina. Amplamente distribuida nas Ameéricas Central e do Sul, a doenca
ocorre do sul dos Estados Unidos até a Argentina (SZAJINMAN et al., 2005;
MASSARO et al., 2008), embora a prevaléncia da infeccdo no continente americano
tenha sido reduzida cerca de 70%, por volta do ano 2000 (MONCAYO, 2003). Em
2009, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2009) estimou que cerca de 12 milhdes
de pessoas estivessem infectadas com DC nas Américas - sendo 2 milhdes no Brasil - e
que mais de dez mil pessoas morreriam, por ano, em consequéncia da DC (BRASIL,
2011).

Casos da DC na Regido Amazonica, e 0s riscos de sua transmissdo, tém sido
motivo de preocupagdo nos ultimos anos, devido a grande dispersdo de vetores
infectados e a crescente migracdo humana que, contribuindo para a degradacdo do
habitat natural, implica na reducdo da oferta de animais dos quais o barbeiro se
alimenta; situacdo que estaria levando esse inseto a procurar outras fontes alimentares,
e, ainda, causando a domiciliacdo de algumas espécies (DIAS; PRATA; SCHOFIELD,
2002; ARGOLO et al., 2008).

Na Amazonia, a DC é transmitida, principalmente, de forma vetorial, através das
fezes de triatomineos infectados e, mais ainda, por via oral, atraves de alimentos
contaminados com o parasita, principalmente a partir de triatomineos ou de suas
dejecdes. Na regido, a transmissao oral esta intimamente relacionada ao consumo da
bebida acai (DIAS, 2006; NOBREGA et al., 2009; PARA, 2009).
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2.1.2 Transmissao oral

A transmissdo do T. cruzi, por via oral, tem caréter habitual no ciclo enzo6tico®
primitivo desse parasita, através da ingestdo - por mamiferos suscetiveis - de vetores e
reservatorios infectados. No caso do homem, essa transmissdo ocorre de maneira
esporadica e circunstancial, através de alimentos contaminados com o parasita,
principalmente a partir de triatomineos ou de suas dejecfes (DIAS et al., 2000;
CARLIER et al., 2002; WHO, 2002).

Embora tenha sido amplamente divulgada pela midia a partir de 2005, estudos
revelam que a via oral na transmissdo do T. cruzi ndo é um fato recente. Sua
importancia é conhecida hd muito tempo e a infeccdo em animais onivoros e
insetivoros, susceptiveis, ocorre com a predacdo ou com a ingestdo de um alimento
contaminado (PEREIRA et al., 2009).

Do ponto de vista epidemioldgico, surtos da doencga aguda por via alimentar vém
sendo observados desde o século passado. Porém, o destaque a importancia da via oral
para a transmissdo da DC aconteceu somente na década de 1960, quando Shawet et al.
(1969) anteviram a possibilidade da transmissdo oral na cidade de Belém (PA). Os
autores observaram que quatro pessoas de uma mesma familia estavam envolvidas e que
trés delas encontravam-se na fase aguda da doenca, no momento do diagndstico. Desde
entdo, muitos séo os registros de microepidemias (PANAFTOSA, 2006) da DCA por
transmissdo alimentar em diversos estados brasileiros. A Figura 1 apresenta o mapa do
Brasil, com as regides envolvidas em episodios da DCA pela transmisséo oral.

A via oral, com envolvimento do acai, é a forma de transmissé@o mais usual da
DC na Amazonia Brasileira. O Instituto Evandro Chagas (IEC) (Belém, PA) defende a
hipbtese de que a transmissdo oral ocorra devido aos barbeiros serem atraidos pela luz
dos pontos de venda e, consequentemente, serem esmagados ao cairem dentro das
maquinas despolpadeiras e, ainda, por ocasido do embarque dos frutos, atraidos pela luz
das embarcacdes e caindo nos paneiros (VALENTE et al., 2005).

Em marco de 2005, um relatério do IEC esclareceu um surto de doenca aguda na
comunidade do Igarapé da Fortaleza, area portuaria da cidade de Santana (AP), ocorrido
em dezembro de 2004. Nesse surto, 27 pacientes, de seis familias diferentes, foram
confirmados com DCA, e o relato comum era o consumo de acai, possivelmente

contaminado com fezes de barbeiro no local de venda (SVS, 2005). Até 2006, apesar de

! ciclo de vida de um parasita que se hospeda em espécies diferentes de hospedeiro ao longo da vida.
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ser um evento pouco divulgado, foram notificados cerca de 430 casos de DCA
relacionados ao consumo de alimentos contaminados, somente na regido Amazonica
brasileira (SVS, 2007a).

Figura 1: Estados brasileiros com relatos de surtos da Doenca de Chagas Aguda por

meio de transmissao alimentar.

Doenga de Chagas
Aguda
transmitida por
alimentos

Amazbdnia Brasileira

Fonte: Pereira et al. (2010).

Segundo a Secretaria Estadual de Saude do Para (SESPA), foram notificados
941 casos de DCA no estado entre 2006 e margo de 2013 (Tabela 1). Em 2011 e 2012
os relatos sobre a DCA concentraram-se, principalmente, na regido amazoénica, com
associacdo a transmissdo oral pelo consumo frequente da polpa de acai contaminada.
Belém foi a camped de casos. O Para é responsavel por 80% dos registros da doenca de
Chagas no Brasil (JANSEN et al., 2011).

Tabela 1. Registro de DCA no estado do Para, e municipios com maiores notificagdes
da doenga.

Estado/Municipio 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013* Total

Para 91 131 99 242 81 141 156 8 941
Belém** 13 23 28 45 20 41 24 2 196
Abaetetuba*** 13 17 8 58 17 10 64 0 187

* Atualizacdo dos dados em 03 de marco de 2013.
** Municipio com maior nimero de notificages de DCA.
*** Segundo municipio com maior nimero de notificacbes de DCA. Fonte: SESPA (2013).
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2.1.3 Triatomineos: mecanismos e fatores de atragédo

Os triatomineos s&o insetos da ordem Hemiptera, pertencentes a familia
Reduviidae e a subfamilia Triatominae. Com base em caracteristicas morfologicas, esse
grupo esta dividido em 136 especies, distribuidas em 18 géneros e estes ultimos estdo
contidos em 6 tribos. Vale ressaltar que 125 espécies de 17 dos géneros e 4 tribos
ocorrem exclusivamente no continente americano (GALVAO et al., 2003; GALVAO;
ANGULO, 2006). Mas, nove figuram na lista de principais vetores da DC: Triatoma
infestans, T. dimidiata, T. sordida, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, Panstrongylus
megistus, Rhodnius prolixus, Rhodnius robustus e Rhodnius Pictipes (VALENTE et al.,
1999; GALVAO et al., 2003).

A maioria das espécies de triatomineos ocupa ecétopos silvestres, onde vivem
em estreita associacdo com seus hospedeiros vertebrados. Entretanto, varias espécies
também invadem e colonizam o peridomicilio e o domicilio humano, principalmente em
areas onde o habitat natural foi degradado (DIAS et al., 2002; COURA, 2003).

Os triatomineos sdo insetos hemimetabolos® que apresentam cinco estadios
ninfais seguidos por uma fase adulta (Figura 2) a partir da qual adquirem asas e
aparelho reprodutor. Estritamente hemat6fagos, dedicam suas habilidades sensoriais a
detectar sinais fisicos e quimicos emitidos por seus hospedeiros. Sendo assim,
apresentam mecanismos mecanicosensitivos, quimiosensitivos, termosensitivos e
higrosensitivos, que lhes permitem ter, como principal pista de uma fonte alimentar,
dentre outras, o calor, a umidade e seus odores (GUERENSTEIN; HILDEBRAND,
2008).

Figura 2: Triatoma infestans e Rhodnius pictipes - fase adulta

Fonte: IEC (2007).

2 E um modo de desenvolvimento indireto, com metamorfose, caracteristica de muitos artrépodes. As

fases de desenvolvimento de insetos hemimetabolos sdo: Ovo — Ninfa — Imago.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Artr%C3%B3podes
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2.1.3.1 Mecanismos quimiosensitivos

As substancias quimicas, relevantes na obtencdo de informagdes pelos
organismos, sdo denominadas “infoquimicos” (DICKE; SABELIS, 1988). O termo
infoquimico pode ser definido como “uma substancia quimica que fornece informagéo
na interagdo entre dois individuos, provocando um comportamento ou resposta
fisiologica especifica”. Os infoquimicos podem ser classificados com base no tipo de
interacdo. Se a interacdo € intraespecifica, denominam-se feroménios. Se a interacao
ocorre entre dois individuos de espécies diferentes, os infoquimicos sdo denominados
aleloquimicos (RUTHER et al., 2002).

Em triatomineos, o uso de infoquimicos pode estar relacionado com o
reconhecimento e localizacdo de hospedeiros, com 0 encontro de possiveis parceiros
para o acasalamento, com a defesa e alarme, assim como com o comportamento de
agregacdo e busca de abrigos (SANTOS-MALLET et al., 2005). Esses insetos
demonstram uma resposta anemotaxica positiva, ou seja, orientam-se contra correntes
de ar, quando confrontados com correntes que carregam certos odores associados ao
hospedeiro (BARROZO et al., 2004).

A antena dos insetos € o principal 6rgdo responsavel pela percepcéo de odores.
As moléculas de odor podem ser capturadas por pélos olfativos ou sensilas. Esses
drgdos sensoriais possuem um ou Varios neurdnios associados a uma estrutura cuticular
que contém um grande namero de pequenos poros. Através deles, as moléculas a serem
detectadas penetram nos poros, passam & linfa® da sensila e, ap6s serem transportados
por proteinas soluveis ligadoras de odor, estimulam receptores na membrana dos
dentritos* (NATION, 2002; ROSPARS, 2013). As sensilas olfativas (Figura 3) podem
apresentar diferentes formas, mas todas elas tém, em comum, maultiplos poros
distribuidos em sua superficie (CHAPMAN, 1998; ROSPARS, 2013).

Nas antenas de triatomineos, 16 diferentes tipos de sensilas foram identificados,
13 sobre a superficie da antena e 3 no pedicelo (INSAUSTI et al., 1999). Esses nimeros
incluem 8 tipos mecanosensoriais de sensilas, 5 tipos quimicosensoriais, uma classe

mecano-quimio-receptor, um tipo de termo-higro-receptor, e um tipo cuja funcdo

® Fluido transparente, que é produzido quando o sangue atravessa 0s vasos capilares e vaza para o corpo.
*S30 numerosos prolongamentos dos neurdnios que atuam na recepcdo de estimulos nervosos do

ambiente ou de outros neurdnios e na transmissao desses para o corpo da célula


http://pt.wikipedia.org/wiki/Neur%C3%B4nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Est%C3%ADmulo_nervoso
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permanece sob especulacdo. Este conhecimento € o resultado de estudos morfologicos,
ultra-estruturais e fisioldgicos de diferentes autores (GUERENSTEIN; GUERIN, 2001;
DIEHL et al., 2003).

Figura 3: Representacao esquematica de uma sensila olfativa de inseto.
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Fonte: Chapman (1998).

Receptores antenais que sao estimulados por substancias volateis, tais como L-
acido latico, acido piravico, aldeidos, acidos graxos de cadeia curta, piridinas, furanos,
terpenos e aminas foram encontrados em T. infestans (GUERENSTEIN; GUERIN,
2001; DIEHL et al., 2003).

2.1.3.1.1 Interacdo intraespecifica

Quando um sinal guimico atrai individuos de um dos sexos na espécie, este é
chamado feromoénio sexual. A producdo e liberagcdo do feromonio sexual de um
organismo emissor e sua resposta no receptor dependem da idade, periodo de
acasalamento, estado fisioldgico e fatores ambientais (LANDOLT; PHILIPS, 1997;
FONTAN et al.,, 2002). Nos insetos, os feromdnios sdo frequentemente misturas
multicomponentes (VITTA et al., 2009; VIDAL, 2012) que podem, em certos sistemas,
funcionar sinergicamente (BORDEN, 1990). Os feromonios, nos insetos, podem
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também variar entre populagdes da mesma espécie separadas geograficamente
(MILLER; ROELOFS, 1980).

O encontro e o reconhecimento entre 0s sexos, na maioria dos insetos, sao
mediados por feromdnios sexuais que podem ser produzidos pela fémea ou pelo macho.
Os feromonios desencadeiam reacdes comportamentais no sexo oposto e podem atrai-lo
de longas distancias, reunindo vérios individuos em torno do emissor (VITTA et al.,
2009; ZACHARIAS et al., 2010).

Os triatomineos apresentam dois pares de glandulas exdcrinas produtoras de
compostos volateis: as glandulas metasternais (GMs), localizadas no metatorax ventral,
e as glandulas de Brindley, metatérax dorsolateral. Manrique et al. (2006) e Pontes et al.
(2008), a partir de experimentos de comportamento e de identificagdo quimica dos
produtos das GMs de T. infestans e R. prolixus, sugeriram que essas glandulas estariam
envolvidas na comunicacdo entre sexos. Os autores mostraram que as substancias
produzidas por essas glandulas sdo emitidas espontaneamente durante a copula, sendo
que, as fémeas de R. prolixus, emitem a secre¢do das GMs com maior frequéncia que 0s
machos, tendo maior intensadade dessa atividade na fase escura do ciclo diario.
Adicionalmente, foi demonstrado que a ocorréncia de copula em algumas espécies de
triatomineos requer a presenca das substancias emitidas pelas GMs (CRESPO;
MANRIQUE, 2007).

Nas glandulas metasternais de T. infestans e R. prolixus ja foram identificadas
mais de 20 substancias, incluindo, principalmente, cetonas e alcodis, que sdo utilizadas
para o reconhecimento sexual entre esses insetos (MANRIQUE et al., 2006; CRESPO;
MANRIQUE, 2007; PONTES et al., 2008).

2.1.3.1.2 Interacdo interespecifica

Durante as horas do dia, os triatomineos desenvolvem pouca atividade e séo
comumente encontrados em um estado de imobilidade ou em akinesis®, no interior dos
abrigos. Sabe-se que o ritmo circadiano de atividade locomotora em T. infestans
apresenta um padrdo bimodal com um pico de atividade ocorrendo no anoitecer,
chamado de escotofase, e outro no amanhecer (LAZZARI, 1992; LORENZO;
LAZZARI, 1998).

% Auséncia do movimento voluntario.
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A atividade de saida do abrigo nas primeiras horas da escotofase esta
relacionada com a busca de alimento (LORENZO; LAZZARI, 1998; GUERENSTEIN;
LAZZARI, 2008). Uma vez fora dos abrigos, sabe-se que odores do hospedeiro
modulam o processo de localizagdo das fontes de alimento (BARROZO et al., 2004 ).
Barrozo et al. (2004) e Bodin et al. (2008) demonstraram em T. infestans e R. prolixus
que o ritmo de resposta comportamental aos odores provenientes do hospedeiro é
controlado por um reldgio enddgeno circadiano e que esta resposta ocorre com maior
intensidade somente durante as primeiras horas da escotofase.

A deteccdo dos odores ativa os triatomineos, 0s quais tendem a aumentar sua
atividade locomotora (GUERENSTEIN; GUERIN, 2001). Em habitats domésticos, o
aumento dessa atividade, espontanea ou induzida por odores (ativagdo) pode fazer com
que os insetos deixem seu refigio em direcdo aos odores mesmo que encontrem-se a
longas distancias (atracdo). Ambas as respostas comportamentais, ativacao e atracdo,
podem ser evocadas pelas misturas de odores naturais dos hospedeiros ou por um sé
constituinte dessa mistura (GUERENSTEIN; LAZZARI, 2008).

E conhecido que o gas carbdnico (CO,) exerce um efeito positivo sobre insetos
hematofagos, (GUERENSTEIN; HILDEBRAND, 2008). Esta € uma das consequéncias
da adaptacdo dos triatomineos ao habitat humano, o qual oferece abundante alimento
(sangue), bem como ao seu peridomicilio (habitat de aves, mamiferos e répteis)
(BARROZO; LAZZARANI, 2004b).

Gas carbonico tem sido testado com outros odores, como &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e o é&cido lactico, os quais sdo comumente encontrados na
transpiragdo de hospedeiros vertebrados, por exemplo, roedores, aves, humanos,
coelhos, entre outros (GUERENSTEIN; LAZZARI, 2008). Os resultados obtidos estdo
sumarizados na Tabela 2.

Aguiar (2010) evidenciou que os frutos de acai, durante as primeiras 24 horas
pos-colheita, dissiparam uma quantidade relevante de energia, na forma de calor,
apresentando uma alta taxa respiratoria. Nesse periodo, os frutos do acaizeiro passam
por trés tipos de fermentacdo esponténea: a alcdolica, a lactica e a acética, sendo mais

evidentes em condi¢do microaerdbia.



25

Tabela 2. Mistura de odores sintéticos testados em estudos comportamentais de

triatomineos. L-AL: L-(+) Acido Léctico; C3-C6: referem-se aos acidos carboxilicos n-

alifaticos.

Misturas Testadas Aumento da ativagdo Aumento da atracao
L-AL + CO,? N&o Sim”
L-AL + Cs Sem dados Sim°
L-AL + Cy Sem dados Sim°
L-AL + Cs Sem dados Sim°
L-AL + C3+ C4+Cs Sem dados Sim®
L-AL + Cp Sem dados Né&o
C3+Cy+GCs Sem dados Né&o
C3+Cy+Cs5+ COy Sem dados Né&o
CO, + Amonia ¢ Sim Sim®°
Acido Isobutirico + Nonanal Né&o Sim
Acido Isobutirico + Aménia N&o N&o
Acido Isobutirico + CO; N&o N&o
1-octen-3-ol + CO2 Né&o N&o

% Teste com ninfas de R. prolixus.

® Efeito sinergistico.

¢ Atracdo similar ao evocado por odores de ratos.

¢ N&o houve resposta clara quando estes compostos foram testados isoladamente.
Fonte: Guerenstein e Lazzari (2008).

2.1.4 Mecanismo termosensitivo

A sensibilidade dos triatomineos ao calor é extremamente alta. Eles reagem
mesmo com deteccBes minimas de energia. Nos experimentos de Lazzari e Nufies
(1989) foram obtidas respostas significativas quando utilizadas pequenas fontes de
calor, apenas alguns uWatt/cm?, sensibilizando o inseto. Em termos de intervalos de
deteccdo, isto significa dizer que eles seriam capazes de perceber um rosto humano
numa distancia de 2 metros e um cachorro a varios metros de distancia.

Triatomineos permanecem sendo o Unico grupo de insetos sugadores de sangue,
cuja capacidade de perceber a radiacdo infravermelha emitida pelo corpo do hospedeiro
tem sido demonstrada (LAZZARI; NUNES, 1989; SCHIMITZ et al., 2000). Mas o que

isso significa em termos de localizar um hospedeiro? Para a resposta, alguns conceitos
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termodinamicos sdo necessarios. A transferéncia de calor entre dois corpos pode ocorrer
por trés diferentes processos fisicos: conducdo, conveccdo e irradiacao.

Quando um calor de conducdo energiza atomos, aumenta vibracdo dos mesmos,
que por sua vez, se propaga através do material. No caso em interesse 0 material € o ar e
o resultado é a formacdo de um gradiente de temperatura ao redor do corpo do
hospedeiro, que pode ser usado como orientagdo pelos insetos (GUERENSTEIN;
LAZZARI, 2008).

Na conveccao, da-se a transferéncia de calor através da movimentacéo do fluido.
Quando o fluido é aquecido por conducdo a partir de um corpo, sua temperatura
aumenta e isto o torna menos denso. Subsequentemente, inicia-se um caminho
ascendente a partir da fonte de calor. Quando a temperatura do fluido diminui, a
densidade aumenta, iniciando um caminho descendente. Para alguns insetos
hematofagos, a conveccdo ndo é apenas uma questdo de transferéncia de calor, mas
também de producdo de correntes de ar ascendentes que transportam os odores dos
hospedeiros. Mosquitos, por exemplo, parecem fazer uso de correntes de conveccao
numa abordagem vertical, de cima para baixo, a um hospedeiro (LEHANE, 2005).

O terceiro mecanismo, a radiacdo, envolve a emissdo e absorcdo de energia
radiante de comprimentos de onda correspondentes a regido do infravermelho do
espectro eletromagnético. 1sso ndo requer conducdo em material e nem convecgdo de
fluidos. Qualquer objeto em temperatura acima de zero absoluto emite radiacdo
infravermelha em comprimento de onda que varia com sua temperatura
(GUERENSTEIN; LAZZARI, 2008).

Schofield et al. (1992), em um experimento de campo natural, sugeriram que 0
efeito combinado do CO, com a emissao de infravermelho, foi responsavel pela atragdo

de T. infestans a cerca de 800 m de distancia do ponto de abrigo do inseto.

2.1.5 Mecanismos higrosensitivos

A umidade relativa (UR) do ar afeta o desenvolvimento e a sobrevivéncia de
insetos, por ajudar a manter o conteldo de dgua no corpo, através da permeabilidade
cuticular (RAGHU et al., 2004). Por ser um fator ambiental, é comumente estudada
junto com a temperatura, em trabalhos que avaliam o comportamento de triatomineos,
como na pesquisa de Rocha et al. (2011), que investigaram o efeito desse binbmio sob a
atividade de voo da espécie Rhodnius brethesi.
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O vapor d’agua tem sido reportado como boa pista de localizacdo de hospedeiros
vertebrados por insetos hematdfagos; entretanto, muitos estudos mostram-se restritivos
quanto as propriedades eletrofisiologicas das células sensoriais (BARROZO,
MANRIQUE; LAZZARI, 2003).

Roca e Lazzari (1994), estudando a influéncia da UR sobre T. infestans,
verificaram que tanto adultos quanto ninfas permaneceram indiferentes, em relagdo ao
alimento, em UR prdéximas de zero. Essa mesma espécie prefere abrigos com baixa UR,
de acordo com Lorenzo e Lazzari (1999). Em temperatura ambiente, fontes imidas de
calor foram atrativas a T. infestans nos estudos de Barrozo, Manrique e Lazzari (2003),
porém tal efeito foi limitado a curtas distancias entre o inseto e a fonte de umidade. Em
contrapartida, fontes dinamicas, como correntes de ar carreando vapor d’agua, ndo
afetaram o comportamento espontaneo dessa espécie.

Gomez-Nufez (1964), num estudo sobre criacdo de R. prolixus, percebeu que a
UR exerceu maior impacto comportamental sobre o inseto, quando associada a elevadas

temperaturas ambientais (> 30°C).

2.2 FERMENTACAO

O uso de processos fermentativos é bastante remoto. Sabe-se que desde a
antiguidade, o homem ja fazia uso de micro-organismos responsaveis pela fermentacédo
de forma inconsciente, como um método de conservacdo de alimentos ou preparo de
bebidas. Entretanto, os processos fermentativos tornaram-se objeto de intenso estudo
apos a descoberta de seus agentes causadores (micro-organismos).

Louis Pasteur, apds investigacdo detalhada sobre as leveduras da cerveja e do
vinho, concluiu que a causa das fermentac@es era a acdo des seres minusculos, 0s micro-
organismos, caindo por fim a definicdo antiga de que fermentacdo era um processo
puramente quimico (AMORIM, 2005; HUTKINS, 2006).

A fermentacdo é um processo de obtencdo de energia utilizado por algumas
bactérias e outros organismos, podendo ser espontanea, resultante de matérias-primas
propicias & proliferacdo de micro-organismos, ou induzida por meio de culturas starter.
Ela ocorre na maioria dos casos com a hidrdlise oxidativa da glicose (ou outros
monosacarideos) em piruvato, que, depois, é transformado em algum outro produto,
como o etanol (no caso da fermentagdo alcodlica) e o lactato (na fermentagdo lactica)
(FRANCO, 1996; HUTKINS, 2006).
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De uma maneira geral, 0s vegetais possuem uma composicédo total e pH muito
favoraveis ao crescimento de varias espécies microbianas, quando ha umidade
adequada, tornando-se, assim, um meio bastante favoravel a fermentagdes (MONTET;
LOISEAU; ZAKHIA, 2004).

Em frutas a biota é predominantemente composta por fungos, e as leveduras,
frequentemente, colonizam-se primeiro que os bolores, devido ao seu crescimento
rapido. A contagem de leveduras pode variar entre 2,0 e 6,0 log UFC.g™ (ROSINI et al.,
1982; NYANGA et al., 2007; DI CAGNO et al., 2008a,b).

2.2.1 Fermentacao alcoodlica

A fermentacdo alcodlica é um processo exotérmico que resulta da transformacao
de aclcares simples em etanol e CO,, como produtos principais, pela acdo das
leveduras, em concentracbes baixas de oxigénio. Para adaptacdo em baixas
concentracdes de oxigénio, ha necessidade de reciclar o NADH gerado na glicélise
pelos micro-organismos, os quais ndo poderiam fazer fosforilagdo oxidativa, devido as
condicGes anaerodbicas. Essa transformacdo de glicose em duas moléculas de etanol e
duas de gas carbonico (oxidacdo incompleta) é possivel pela presenca de enzimas
produzidas pelas leveduras (CHANDRARAJ; GUNASEKARAN, 2004).

Na fermentacdo alcodlica de acUcares, por acdo de leveduras, os principais
produtos obtidos, em proporcBes equimolares, sdo o etanol e o diéxido de carbono
(Figura 4). Esse mecanismo foi quantificado pela primeira vez por Gay-Lussac, onde
100 kg de glicose rendem 51,1 kg de etanol e 48,9 kg de diéxido de carbono. O
rendimento tedrico de 51,1% em massa é conhecido como coeficiente de Gay-Lussac e
é 0 dado basico na eficiéncia de conversdo (JACKMAN, 1991).

Figura 4: Conversao estequiométrica da glicose a etanol e dioxido de carbono (Equacao
de Gay-Lussac).

Glicose Etanaol Dibxido de carbono
CeH120s N 2C:HsOH  + 2C0:
Massa Molar PMM) = 180 gimol MM = 92 g/mol MM = 88 g/mol

Fonte: 1lha et al. (2008).
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N&o se pode prever, com precisdo, a natureza e a quantidade de subprodutos que
advém de uma fermentacgdo alcoolica. Entretanto, pesquisas recentes revelaram que 0s
acucares sao transformados de 2,5% a 3% em glicerol, 0,2 a 0,4% em &cido lactico, 0,02
a 0,10% em a&cido succinico, 0,2 a 0,7% em &cido acético, 0,05 a 0,10% em
butilenoglicol, e de 1 a 2% s&o utilizados no crescimento e respiracdo da levedura
(HASHIZUME, 2008).

2.2.2 Fermentacao lactica

Durante a fermentacéo lactica, trés grupos de microrganismos sdo encontrados:
as bactérias lacticas, as enterobactérias e as leveduras, com as duas ultimas crescendo
mais, em detrimento das bactérias lacticas. Estas podem ser homofermentativas ou
heterofermentativas. As homofermentativas produzem principalmente acido lactico pela
via glicolitica Embden-Meyerhof. As heterofermentativas produzem é&cido lactico, mais
quantidades apreciaveis de etanol, acetato e CO, pela via da 6-
fosfoglucanato/fosfocetolase (SABATINI et al., 2008).

As bactérias lacticas sdo uma pequena parte (2,0-4,0 log UFC.g) da microbiota
autoctone de vegetais crus e frutas (BUCKENHUSKES, 1997). Espécies
heterofermentativa e homofermentativa, pertencentes aos géneros Leuconostoc,
Lactobacillus, Weissella, Enterococcus e Pediococcus, foram identificadas em diversos
vegetais, sendo Lactobacillus plantarum a espécie mais frequente (DI CAGNO et al.
2013).

Durante a fermentacdo lactica a reducdo do piruvato é catalisada pela enzima
lactato-desidrogenase. O equilibrio global dessa reacdo favorece fortemente a formacao
de lactato. Microrganismos fermentadores regeneram continuamente o NAD™ pela
transferéncia dos elétrons do NADH, para formar um produto final reduzido, como séo
o lactato e o etanol; este Gltimo podendo ser produzido, também, na fermentacédo
alcoolica pelas leveduras (LEHNINGER, 2011).

2.2.3. Fermentacédo acética

A fermentacdo acetica é uma metabolizacdo que consiste na oxidacao parcial e
répida, aerobica, e microaerdbica, de substratos de carbono, especialmente aclcares e
alcool, com produgdo de &cido acético (GULLO; GIUDICI, 2008; AGUIAR et al.,
2013). Desenvolve-se também na deterioracdo de bebidas de baixo teor alcodlico e de
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certos alimentos. E realizada por bactérias denominadas acetobactérias, produzindo,
além de &cido acético, didxido de carbono e varios compostos como acetaldeido, etil
acetato e outros ésteres, e alcoois superiores, como o metil butanol (FELLOWS, 2000).

Em um processo de fermentagdo espontanea, bactérias aceticas terdo sua
atividade metabolica favorecida apds a fermentacdo alcodlica pelas leveduras,
disponibilizando o principal substrato para esse tipo de bactéria, o etanol, além do
oxigénio, uma vez que bactérias acéticas sdo aerobicas, mas também suportam
ambientes com hipoxia (SOLIERO; GIUDICI, 2009).

Segundo Hutkins (2006), a oxidacdo do etanol em acido acético envolve duas
reacOes enzimaticas. Na primeira reacdo, o etanol é oxidado a acetaldeido pela enzima
alcool desidrogenase; o oxigénio é requerido como aceptor final de elétrons. Em
seguida, a aldeido desidrogenase oxida mais acetaldeido e &cido acético. Uma reacgdo
intermediaria de hidratacdo também pode ocorrer em que hidratado de acetaldeido é
formado. Ambas as enzimas exigem Pirroloquinolina Quinona (PQQ) como co-fator,
que serve como um aceptor final de elétrons. Em seguida, a aldeido desidrogenase oxida
mais acetaldeido e &cido acético. Uma reacdo intermediaria de hidratacdo também pode
ocorrer em que hidratado de acetaldeido é formado. Ambas as enzimas exigem PQQ

como co-fator, que serve como um aceptor de elétrons (Figura 5).

Figura 5: Formacdo de &cido acético a partir de etanol por Acetobacter aceti.
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Em meio fermentativo controlado, a conversdo do etanol em &cido acético
ocorre em base equimolar e, apos as reagdes serem completadas, a concentragdo final de
acido acético serd igual ao do etanol em matéria-prima (assumindo que ha perda
insignificante por evaporacao) (HUTKINS, 2006). Essas reacdes catabdlicas acontecem
com uma grande diminuicdo na energia livre, a qual junto com a subsequente hidrélise
do ATP durante as reacfes de biossintese, transporte e manutenc¢éo, resulta na produgdo
de calor. A liberagdo de calor é uma propriedade geral do crescimento de micro-
organismos independentemente da natureza da fonte de carbono, ou se 0 processo €
aerobico ou anaerdbico (VOLPE, 1996).

2.3 ACAI

A regido amazobnica apresenta inimeras espécies frutiferas, dentre elas o
acaizeiro (Euterpe oleracea e E. precatoria), Figura 6, com potencial agronémico,
tecnoldgico, nutricional e econdmico (MIRANDA et al., 2001; BICHARA; ROGEZ,
2011).

Figura 6: Acaizeiro (Euterpe oleracea) - Abaetetuba (PA).

B

Fonte: Arquivo pessoal.

Atualmente, o acai vem ganhando espaco no mercado internacional, por ser um
alimento exotico e rico em compostos fendlicos e antocianinas, substancias com elevada
capacidade antioxidante e de comprovados efeitos benéficos a salde, quando presentes
na dieta humana (DUAILIBI, 2007; BICHARA; ROGEZ, 2011; KANG et al., 2012).
Além disso, estudos demonstram que o0 suco de acai € essencialmente energético, com

elevada concentracdo de fibra alimentar. Dessa maneira, a polpa de agai tornou-se um
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alimento muito consumido no Brasil e em diversos outros paises (BICHARA; ROGEZ,
2011).

De acordo com os valores de ingestdo diaria (BRASIL, 2005), o consumo de um
litro de acai tipo médio com 12,5% de matéria seca, contém 65,8 g de lipidios, 31,58 g
de fibras e 12,6 g de proteinas, que correspondem, respectivamente, a 66%, 90% e de 25
a 30% da quantidade nutricional diaria recomendada (BICHARA; ROGEZ, 2011).

Na regido amazonica, especialmente no estado do Para, o acai € o principal
suplemento da dieta alimentar da populacdo. Em virtude de sua alta produtividade, a
comercializacdo de acai representa uma importante fonte de renda, o que o torna
imprescindivel & economia regional (ROGEZ, 2000). Liderando o mercado da
fruticultura nacional, a exportacdo do suco de acai chega a 500 mil toneladas/ano
(ANDRADE et al., 2008; SAGRI et al., 2010).

Contudo, na maioria dos estabelecimentos paraenses, a producdo artesanal nao
atende a quesitos necessarios para garantir a seguranga alimentar do consumidor. H&
uma perda gradativa de qualidade dos frutos apds a colheita, relacionada a
contaminacdo do acai nos procedimentos e a propria carga microbiana natural contida
no fruto, a qual é elevada nos estabelecimentos de producdo e comercializacdo do
produto. Deste modo, as etapas de comercializacdo do acai sdo realizadas, ainda, de
maneira higiénico-sanitaria insatisfatdria, pois a cadeia produtiva do acai € executada
informalmente (na grande maioria dos casos), sem cuidados e conhecimentos
tecnoldgicos adequados, ndo garantindo uma etapa que elimine de maneira segura a
contamina¢do microbioldgica, proveniente, principalmente, das etapas de colheita,
armazenamento, transporte do fruto ou até mesmo na etapa de preparacdo do suco
(NOGUEIRA et al., 1995; LIMA et al., 2008).

Um ponto critico de controle esta ainda nas etapas iniciais, onde os frutos ap6s
colhidos, sdo deixados nos cachos em contato direto com o solo e, ap6s debulhados,
ficam expostos e empilhados nos trapiches das casas ribeirinhas, permitindo também a
contaminacdo pelo T. cruzi, oriundo dos triatomineos. Esta é a etapa da cadeia de
comercializa¢do, onde ha maior proximidade com o ec6topo natural dos triatomineos
(AGUIAR, 2010).

Os casos da DC registrados através da ingestdo do suco de acai estdo associados
ao processamento artesanal dos frutos, assim como suas etapas de armazenamento e
transporte pos-colheita inadequados, onde o barbeiro, inseto vetor do T. cruzi, seria

atraido e esmagado junto com os frutos no despolpamento ou entdo contaminaria 0s
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frutos com suas fezes. A transmissdo da DC atraves do acai tem ocasionado, também,
problemas socioecondmicos na regido, tendo em vista que constitui-se, muitas vezes,
como o principal e Unico alimento da camada mais pobre da populacdo. O acai
pasteurizado esta livre dessa contaminacdo, devido a ndo sobrevivéncia do parasita a
temperaturas acima de 60°C (REIS, 2007; PASSOS, 2010; AGUIAR et al., 2013).

O recorrente manuseio, durante a cadeia de comercializacdo dos frutos do
acaizeiro, e o acondicionamento desses frutos em paneiros que permitem o contato
direto do fruto com superficies contaminadas, como o trapiche e o chdo dos barcos,
elevam a perecibilidade dessa matriz. Quando a mesma nédo é submetida a processos de
conservagdo, tem a vida de prateleira muito curta, no méximo 12 horas, mesmo sob
refrigeracdo (ROGEZ, 2000; POMPEU et al., 2009).

Em meios tropicais muito imidos e quentes, em que a palmeira do acai cresce,
h& uma contribuicdo para o crescimento de microrganimos e de insetos. Os bolores e as
leveduras estdo presentes, naturalmente, na superficie dos frutos, enquanto as
contaminagcdes por coliformes fecais, salmonelas e outros micro-organismos
patogénicos, correm em funcdo do manuseio inadequado (ROGEZ, 2000).

Segundo Rogez et al. (2012), os frutos do acaizeiro apresentam uma carga
microbiana inicial alta, tanto em bactérias mesofilas totais (= 10°> UFC/g de polpa seca)
quanto em bolores e leveduras (= 10* UFC/g de polpa seca). Em 48 horas de
armazenagem, a temperatura ambiente da regido (= 30°C), esses microrganismos
aumentam de dois ciclos logaritmicos, enquanto 40% das antocianinas presentes sdo
oxidadas (média de 660 mg / kg de frutos na coleta contra 380 mg ap6s 48 horas).
Concomitantemente, ha o ressecamento dos frutos, e a polpa se adere mais ao carogo,
provocando uma perda de rendimento no despolpamento.

Vaérios trabalhos relatam a contaminacdo microbiolédgica do acai comercializado
na cidade de Belém — PA (VELOSO; SANTOS, 1994; COROA et al., 1995; BUXANT
et al., 1997). Segundo Rogez (2000) o branqueamento do fruto, associado a outras
etapas do processamento, diminui consideravelmente a carga microbiana do acai.

Pompeu et al., (2009) constataram uma influéncia direta (p< 0,001) do tempo e
da temperatura de armazenamento sobre o crescimento de bactérias meséfilas e a perda

de massa dos frutos, como mostram as Figuras 7 e 8.
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Figura 7: Evolucdo das bactérias mesofilas totais em funcdo do tempo e temperatura de
armazenamento dos frutos do agaizeiro.
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Fonte: Pompeu et al. (2009).

Figura 8: Perda de massa dos frutos do acaizeiro em fun¢édo do tempo e temperatura de
armazenamento.
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Fonte: Pompeu et al. (2009).

O transporte do fruto até os municipios que o processam, pode ser, em
determinadas situacOes, hidroviario e rodoviario. Porém, geralmente, o transporte
hidroviario é o mais habitual. O tempo méximo desse ciclo pode chegar a 27 horas. O
acondicionamento e o tempo durante essa etapa de transporte estdo diretamente ligados
a qualidade nutricional e sensorial dos frutos de E. oleracea, se acordo os com estudos
de Aguiar et al. (2013).

Aguiar (2010) quantificou, para frutos de Abaetetuba-Pard, o crescimento de

bactérias mesofilas, lacticas e acéticas, quando simulava as condic¢Ges de transporte do
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fruto, em caixas abertas (na proa das embarcagdes) e em ambientes fechados (no poréo
dos barcos). O autor relata um processo de fermentagdo espontdnea em ambas as
condic@es, porém, no condicionamento em microaerobiose, ha um favorecimento para a

proliferacdo de bactérias lacticas, como mostra a Figura 9.

Figura 9: Evolugdo da carga bacteriana fermentativa dos frutos do acaizeiro
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Fonte: Aguiar (2010).

2.4 METODOS PARA ANALISE DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS

No que diz respeito as analises dos compostos organicos volateis (COVs) pode-
se, de forma geral, dizer que o procedimento para analise e/ou obtencdo de Oleos
essenciais, aromas e fragcdes volateis, envolve duas etapas: a extracdo e a andlise. A
composicdo da fracdo volatil pode ser diferente, dependendo do método de extragdo
selecionado, sendo ideais para o estudo de ecologia quimica, técnicas de extracao que se
aproximem do real perfil quimico encontrado no vegetal (STASHENKO et al., 2004).

O isolamento das substancias volateis de uma matriz complexa é uma fase
crucial na pesquisa de compostos volateis, a fim de eliminar interferentes e ajustar a
concentragcdo acima do limite detectavel pelos instrumentos (FRANCO; JANZANTTI,
2004). Neste contexto, diversos trabalhos abordaram o desenvolvimento de métodos

para extracdo desses compostos em alimentos (PARLAMENT, 1997; VARMING et al.,
2004; KAFKAS et al., 2005).
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As principais técnicas aplicadas para esse fim dividem-se em dois grupos. O
grupo das andlises totais, que envolve a analise de todas as substancias presentes na
matriz alimenticia, e o grupo das analises do headspace (HS) da amostra, que
compreende a andlise das substancias presentes na fase gasosa em equilibrio sobre a
amostra. Ao primeiro grupo pertencem as técnicas de extracao liquido-liquido, extracédo
em fase sélida (SPE), destilacdo por vapor e destilagdo seguida pela SPE. A outra
abordagem, que envolve as analises do HS “estatico” ou “dinamico”, tem sido aplicada
com maior frequéncia por possibilitar uma representacdo mais fidedigna da percepgéo
do olfato (FRANCO; JANZANTTI, 2004).

Técnicas de isolamento de volateis em alimentos que carecam de Vacuo,
aquecimento, destilacdo ou uso de solventes, como o caso das analises totais, sdo
problematicas por possibilitarem a degradacdo dos compostos volateis e a existéncia de
artefatos, bem como podem sofrer influéncia da composicdo da matriz, principalmente
agua, lipidios e proteina (REINECCIUS, 2006).

Varming et al. (2004) e Kafkas et al. (2005) realizaram a comparagdo entre
métodos de extracdo com solventes e analise do HS, e relataram vantagens do Ultimo
com relacdo ao primeiro método, indicando o uso do HS para o isolamento de
compostos volateis de frutas, j& que esse propicia a extracdo de ésteres com notas

frutais.

2.4.1 Headspace — Microextracdo em Fase Solida (HS-SPME)

Existem dois tipos de HS: estatico e dinamico. O primeiro pode realizar a analise
diretamente no HS da matriz, por injecdo direta do ar confinado ou por técnicas de
concentracdo dos volateis em sorventes, como a microextragdo em fase sélida (SPME)
(PAWLISZYN, 1990; KOLB, 1999). J4 no HS dindmico os sistemas confinados sao
varridos com um gas inerte ou succionados para dentro de uma “armadilha” com
polimeros sorventes (THOMAZINI; FRANCO, 2000).

Dentre as diferentes técnicas de extracdo dos compostos volateis, a que envolve
SPME apresenta algumas vantagens, como: a facilidade de extragdo de compostos
volateis, rapidez, a dispensa o uso de solventes, utilizagdo pequeno volume de amostra,
além de apresentar alta sensibilidade e baixo custo (PAWLISZYN et al., 1992;
KATAOKA et al., 2000). A analise dos volateis por SPME no HS baseia-se na sor¢ao

dos analitos presentes no HS da amostra, por uma fase extratora imobilizada na
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superficie de uma fibra de silica fundida e posterior, dessor¢do no cromatografo a gas
(AUGUSTO; VALENTE, 2002).

A técnica é baseada no fendmeno de particdo (ou ainda a adsor¢do, em caso de
uso de solidos adsorventes como, por exemplo, o Carboxen) do analito entre a sua
matriz, e esta Ultima matriz sintética sendo denominada “fibra” (VALENTE;
AUGUSTO, 2000). A teoria se baseia na cinética de transferéncia de massa entre fases e
na termodindmica que descreve a particdo entre elas (Figura 10). Em um sistema HS-
SPME, tem-se a extracdo viabilizada por um equilibrio trifasico, estabelecido numa

microescala: matriz-headspace-fibra.

Figura 10: Representacéo grafica do principio de equilibrio termodinamico trifasico.
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Fonte: Pavarini (2011).

As fibras de SPME imobilizam uma fase extratora. Essa fase deve ser
constituida de um polimero de polaridade compativel ao do analito em estudo. Estes
polimeros que recobrem as fibras de silica fundida resolvem um problema corriqueiro,
que ocorre na extracdo em micro escala, que € a recuperacdo da fase extratora de dentro
do seio da matriz. Com os polimeros imobilizados na fibra de silica fundida, a
recuperacdo da fase extratora ocorre sem grandes problemas e com a possibilidade de
utilizar a fase repetidas vezes (PAVARINI, 2011).

As fibras sdo recobertas com fase polimérica liquida ou com uma fase sélida
porosa (mais exatamente, polimeros solidos dispersos em uma matriz liquida). Para
fases poliméricas liquidas, assim como o polidimetilsiloxano (PDMS) e o poliacrilato, o
mecanismo fisico-quimico responsdvel pela extracdo € a particdo. Quando solidos
porosos recobrem a fase liquida, as fibras sdo chamadas mistas, assim como
Divinilbenzeno-PDMS (DVB-PDMS), Carboxen/PDMS (CAR/PDMS) e Carbowax-
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DVB (CW-DVB). Neste caso 0 processo tambem envolve, principalmente, a adsorcéo
dos analitos (AUGUSTO; VALENTE, 2002). A Tabela 3 apresenta os revestimentos de

fibra de SPME disponiveis comercialmente e algumas aplicages.

Tabela 3. Exemplos de revestimentos de fibra de SPME disponiveis comercialmente e

suas aplicacOes. Fonte: Supelco (2012).

Revestimento Espessura (uL) Aplicacao
PDMS* 7,30 €100 Compostos apolares
Poliacrilato 85 Compostos de média e alta polaridade

(fendis, cetonas, alcoois)

PDMS/ DVB** 60 e 65 Compostos de baixa e alta polaridade

(aminas e compostos nitroaromaticos)

CAR/PDMS*** 75 Hidrocarbonetos, Compostos organicos
volateis (COVs)

Cw/DVB 65 Compostos de alta e média polaridade
(fendis, cetonas e alcoois)
DVB/CAR/ PDMS**** 30e 50 Compostos de aromas

*Polidimetilsiloxano;**Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno;***Carboxen/Polidimetilsiloxano;*

***Divinilbenzeno/ Carboxen/ Polidimetilsiloxano. Fonte: Shirey (2012).

A gama de polaridades dos revestimentos disponiveis oferece vantagens como
seletividade, possibilidade de maior recuperacdo de analitos especificos e reducdo da
extracdo de interferentes. As fibras mistas, por apresentarem subcamadas com diferentes
polaridades, tém papel importante na seletividade no que se refere a extracao de analitos
com pequenas diferencas de polaridades. Além da polaridade, os revestimentos das
fibras ainda podem ser classificados como polimeros puros homogéneos, tais como as
fibras de PDMS e poliacrilato ou como polimeros sélidos dispersos em uma matriz
polimérica liquida (fibras mistas), que sdo os de dupla ou tripla camada, tais como:
CAR-DVB, PDMS-DVB, CW-DVB e DVB-PDMS (DEMYTTENAERE et al., 2004;
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CEVA-ANTUNES, 2006; SEERAM et al., 2006). Os polimeros heterogénios
apresentam menor estabilidade mecénica que as fases poliméricas homogéneas, mas
ganham em seletividade, embora essas mesmas fases na nova versdo (StableFlex)
tenham aprimorado suas propriedades mecanicas (SIGMA-ALDRICH, 2005).

A SPME e a posterior dessorcdo da fibra no GC estdo ilustradas na Figura 11.
Nela pode ser visualizado que o processo de extragdo inicia-se quando a agulha do
suporte de SPME (holder), com a fibra retraida, perfura o septo do frasco que contém a
amostra. Posteriomente, a fibra é exposta no HS da amostra para que ocorra a extracao.
Percorrido o tempo de extracgéo, a fibra € recolhida na agulha e, imediatamente, inserida
no injetor do GC, onde a fibra é exposta para a dessor¢do térmica. Terminada a
dessorcdo, a fibra é novamente retraida e retira-se o holder (VALENTE; AUGUSTO,
2000).

Figura 11: Processo de microextracdo em fase soOlida e dessorcdo da fibra em
cromatografo gasoso.
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Fonte: Valente e Augusto (2000).

Varios fatores influenciam a SPME, sendo fundamental o estudo das melhores
condicBes de extracdo para cada tipo de amostra e analise desejada. Entre esses fatores
pode-se citar: volume da amostra e do frasco de extracdo, tipo de amostra e de fibra,
forca ibnica do meio, agitacdo, tempo e temperatura de extragdo (OLIVEIRA et al.,
2007; PINO; QUERIS, 2011; RIU-AUMATELL et al., 2011; PINO; BENT, 2013).

A microextragdo em fase solida esta sendo cada vez mais utilizada no
isolamento e concentracdo dos COVs em estudos que visam a determinagéo do perfil

volatil em frutas. Isto se deve, ndo s6 as vantagens da técnica, como também ao
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aumento da disponibilidade e variedade de fibras comerciais de SPME (APREA, et al.,
2011; PINO; BENT, 2013).

2.4.2 Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-
MS)

A andlise dos COVs tem sido realizada principalmente através da técnica de GC
acoplada a detectores que utilizam deteccdo por ionizagdo em chama (DIC),
espectrometria de massa (MS) e deteccdo espectrométrica por absorcdo no infra-
vermelho (IR) e outros (BONATO, 2006). Esses instrumentos sdo 0s mais requeridos
para analise desses compostos por possuirem alta resolucédo e eficiéncia, possibilitando
obter informac6es quanti e qualitativas (FRANCO; JANZANTTI, 2004).

A escolha das condi¢des cromatograficas deve ser criteriosamente analisada,
pois deve ser considerada as particularidades de cada amostra e suprir as necessidades
especificas do objetivo do estudo. Uma escolha bastante importante se refere ao detector
a ser utilizado, quando deve ser levado em consideracdo o tipo de resultado que se
deseja (qualitativo ou gquantitativo) e o tipo de analito que se quer analisar, podendo o
detector ser especifico para um determinado composto ou englobar um maior nimero de
substancias (GARRUTI et al. 2003; REID, 2003; WAGNER, 2008).

O MS atua como detector universal, sendo amplamente utilizado na pesquisa
qualitativa de volateis como a mais importante ferramenta de identificacdo desses
compostos, pois, além de fornecer étima resposta, é considerado um instrumento mais
barato e mais rapido que os demais utilizados para este fim, como o de infravermelho
préximo e de ressonancia magnética nuclear (GARRUTI, 2001). Além disso, o
espectrometro de massas oferece a opcdo de escolha entre 0 modo operacional de
varredura SCAN, que coleta espectros para todos os compostos eluidos da coluna, e 0
sistema operacional em modo SIM, que possibilita 0 aumento da sensibilidade e
especificidade da analise quando o composto a ser determinado ja é conhecido (REID,
2003).

A identificacdo dos compostos volateis por MS é realizada pela analise do
espectro de massas que representa o conteudo de espécies idnicas caracteristico de cada
substancia. Essas espécies sdo formadas quando as moléculas eluidas da coluna
cromatografica sdo ionizadas (geralmente por impacto eletrénico a 70 eV), produzindo

fons e fragmentos fons em uma regi&o de alto vacuo (10® atm). Estes passam por um
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analisador de massa/carga (m/z) e, entdo, chegam ao detector gerando um sinal expresso
em forma de espectro (GARRUTI, 2001).

Para a devida identificacdo dos compostos volateis presentes na amostra, além
da comparacao dos espectros de massas do analito com uma biblioteca usando um
programa de computador, também se utiliza a comparacdo dos indices de Kovatz
calculados para as substancias detectadas com os de padrdes ou dados da literatura para
a mesma fase estacionaria (JENNINGS; SHIBAMOTO, 1980).

Na literatura encontram-se varios trabalhos que empregaram, com sucesso, a
combinacdo das técnicas de HS-SPME e analise com GC-MS para caracterizar
adequadamente os compostos volateis presentes em diversos alimentos, incluindo as
frutas e derivados (REZENDE, et al. 2003; RIU-AUMATELL et al., 2004; YANG et al,
2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATRIZ ALIMENTICIA

Frutos maduros de E. oleracea provenientes da llha do Combu (Belém, PA),
Murinin (Benevides, PA), e da Ilha do Campumpema (Abaetetuba, PA), foram
utilizados. Os mesmos foram transportados, a temperatura ambiente, até o Laboratério
de Compostos Bioativos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal do Pard, onde foram submetidos a fermentacdo espontanea e/ou armazenados,
de acordo com as necessidades do estudo. O tempo total entre a colheita e a chegada ao

laboratdrio variou de 3 horas (Combu e Benevides) a 12 horas (Abaetetuba).

3.2 OTIMIZAGAO DO METODO HS-SPME

Na etapa de otimizacdo do método HS-SPME foram utilizados os frutos
provenientes da Ilha do Combd. Para o desenvolvimento do método de extracdo foi
realizada otimizacdo univariada em funcdo do tempo de exposicéo da fibra (30, 40 ou
50 min) e do tipo de fibra hibrida (CAR/PDMS ou PDMS/DVB). A temperatura do
banho foi fixada em 33°C, o tempo em 10 min e a massa da polpa de acai (Figura 12)
em 500 mg. O volume do vail utilizado foi de 10 mL. Para ser vedado de maneira
eficiente, utilizou-se um Crimp magnétco de 8 mm de furo central, e septo preto Niton
com 22 mm de didmetro e 1 mm de espessura. O tempo de dessorcdo da fibra, no

equipamento, foi de 4 min, de acordo com Pavarini (2011).

Figura 12: Despolpamento do fruto de E. oleracea para extracdo dos COVs.

Fonte: Arquivo pessoal.
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A fibra CAR/PDMS apresentou comportamento mais adequado as necessidades
do estudo, porém, alguns sinais de deteccdo, como do &cido acético, produto da
fermentagdo espontanea do fruto, foi pouco intenso. Dessa maneira, aumentou-se a
massa da polpa de acai em 30% (650 mg) e 50% (750 mg) em relacdo ao valor inicial
fixado, com o obetivo de aumentar a intensidade desses sinais. A massa de 650 mg
apresentou melhor comportamento, e ficou definida para o0 método.

Diante do perfil de maior polaridade dos compostos observados até esta etapa,
foi necessario analisar o comportamento da fibra poliacrilato, para a extracdo dos
analitos, nas mesmas condicdes de andlise da CAR/PDMS, fixadas até o momento.
Contudo, a CAR/PDMS prevaleceu como a melhor extratora dos COVs produzidos
durante o condicionamento da polpa dos frutos de agaizeiro.

Em busca de sinais mais intensos, e o alcance do equilibrio termodinamico no
HS sendo favorecido em temperaturas mais elevadas, foi avaliado o comportamento da
CAR/PDMS segundo as variaveis tempo (5, 10, 20 e 30 min) e temperatura (50 e 60 °C)
de condicionamento. Além disso, foi adicionado & amostra 10% de &gua ultrapura, em
relacdo a sua massa, para que a mesma pudesse funcionar como um homogenato para o
meio, e que ainda favorecesse a proliferacdo dos micro-organismos. Enfim, a
temperatura do banho foi fixada em 50°C, por 30 min. Dessa maneira, 0 processo de
extracdo foi otimizagdo com os dados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. CondicGes otimizadas para extracdo dos COVs.

Variaveis
Massa da polpa 650mg
Fibra extratora CAR/PDMS*
Tempo de exposicdo da fibra 30 min
Temperatura e tempo de banho 50°C/30 min
Tempo de dessorcéo da fibra 4 min

* Carboxen/ Polidimetilsiloxano.
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3.3 ETAPA DE FERMENTACAO

3.3.1. Frutos de Euterpe oleracea

O processo de fermentacdo espontdnea foi acompanhado em recipientes de
vidro, com 200 g de frutos (Figura 18A), e em recipiente de polietileno (PE), com 18 kg
de frutos, em condi¢gdes microaerofilas (Figura 18B), no Laboratério de Compostos
Bioativos. Os frutos analisados foram procedentes do Murinin e da llha do
Campumpema, com 0 objetivo de analisar os COVs produzidos na fermentagdo, de
acordo com a procedéncia. Ambos foram analisados nos tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 25
horas de acondicionamento no recipiente de vidro, com duplicatas nos tempos 0 e 20, e
triplicata no tempo 10. Durante a cinética de fermentacdo, temperatura, umidade e taxa
respiratoria do material foram determinados, através do Termo-Higrometro Digital
(Paulinia, Brasil) e do analisador de gases - CheckPoint Il, O,/CO, (PBI Dansensor,

Dinamarca), respectivamente, no recipiente de PE.

Figura 13: Fermentacdo espontanea de frutos de acai em recipiente de vidro (A) e em

recipiente de PE (B), em condicdo microaerdfila.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Em cada ponto da cinética, aliquotas de 10g de frutos foram retiradas do
recipiente de vidro, e congelados a -20°C. Os frutos coletados foram enviados, por
transporte aéreo, sob congelamento, para o Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais e
Sintéticos (NPPNS), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sdo Paulo. O tempo médio do deslocamento foi de 20h.

Para analise dos COVs, os frutos foram mantidos por 30 min a 22°C, para que a

microbiota presente pudesse voltar as suas atividades metabdlicas normais. Apos 0
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descongelamento da amostra, os frutos foram despolpados, e a polpa foi submetida as
condicBes de extracdo descritas na Tabela 5, com o método HS-SPME otimizado. As

etapas de preparo, extracdo e injecdo das amostras estdo descritas na Figura 13.

Figura 14: Etapas de preparo da polpa de E. oleracea fermentada, e extracdo das

substancias volateis produzidas durante o processo fermentativo, para posterior anélise

Acondicionamento
(recipiente de vidro e PE)

por GC-MS.

Cinética de fermentacéo
(0,5, 10, 15,20 e 25 h)
Aliquota da polpa fermentada
(109)

Congelamento
(-20°C)

Envio de amostra sob

congelamento (=20 h)

Descongelamento
(30 min/22°C)
Extracdo dos COVs
(HS-SPME)
Injecéo
(CG-MS)
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3.3.2 Identificagdo e quantificagdo dos produtos volateis da fermentacéo

O perfil dos compostos volateis produzidos durante a etapa de fermentacéo
espontdnea do acai foi determinado segundo metodologia descrita por Aguiar et al.
2013, com adaptacdes, para um Sistema de Cromatografia Gasosa acoplada em
Espectrometro de Massas (CG-EM) Shimadzu QP2010. O sistema operou em lonizacao
por Elétrons (IE) (250°C; 70 eV), equipado com injetor no modo scan (240°C) com
razdo 1:10 e 1:100, de acordo com o limite de deteccdo das substancias em cada
amostra. A coluna utilizada foi a ZB-Wax (60m x 0, 25mm de didmetro interno x 0, 25
um de espessura de filme de polietileno glicol), empregando Hélio (99, 999% de pureza,
Linde Gas LTDA) como géas de arraste, com fluxo na coluna de 1,33 mL/min, pressao
de 81,5kPa e aquecimento com rampa de temperatura de 120 a 160 °C, com taxa de
6°C/min, seguindo até 220°C com taxa de 10°C/min e mantida por esta temperatura por
2 min. Os espectros de massa foram obtidos através da aquisi¢do no intervalo de tempo
0,30 scan/s de m/z 25 a 200 a partir de 2,5 até 28 min.

A identificacdo dos sinais apresentados nos cromatogramas foi realizada
inicialmente por comparacao dos espectros de massas obtidos por IE, com 0s espectros
do banco de dados espectrais Willey 7, NIST 62 e FFNSC ver. 1.3. Os dados
forneceram informac0es indicativas para a maioria dos compostos, sendo conclusivas
para as demais. A indentidade apontada neste primeiro passo foi comparada com o
indice de retencao relativa (IRR), determinado pela equacdo de Kovatz (Equacdo 1) a
partir dos tempos de retencdo de cada n-alcano da série homologa, que foi injetada no
cromatdgrafo gasoso, por via Umida, utilizando o mesmo método de operacdo das
amostras. Os IRR foram comparados com os descritos por Inczedy et al. (1998), Audino
et al. (2007) e IUPAC (2013). Baseando-se em dados que se confirmaram entre estes
dois procedimentos foi estabelecida a identificacdo de compostos com espectros de

massas que constam nas bibliotecas.

logtRx—logtRz )

IRR = 100n + 100n (="

Eq. (1)
Na equacédo de Kovatz, “n” é o nimero de carbonos do n-alcano com o tempo de
retencdo (trz) invariavelmente anterior ao do analito (trx), enquanto trz+1 € 0 tempo de

retencdo do n-alcano eluido da coluna invariavelmente logo ap6s o analito.
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3.3.3 Determinagéo dos percentuais relativos dos analitos

A érea de cada sinal nos cromatogramas gerados durante as analises por GC-MS
foi determinada através do software LabSolution GC-MS (Tokyo, Japdo). A integracao
dos sinais foi estabelecida seguindo os parametros fisicos descritos na Tabela 5. Essa
operacdo foi realizada através do software do cromatografo visando a edicao dos sinais
relativos aos compostos de interesse. Estas condi¢Oes foram estabelecidas de forma
empirica a partir da avaliagdo dos efeitos de sua manipulacdo sobre os dados
qualitativos. Elas representam o ponto de corte (cut off) ideal para analise qualitativa
dos niveis de metabdlitos de interesse do estudo, em detrimento dos componentes

denominados “tragos”.

Tabela 5. Parametros fisicos utilizados na integracdo dos sinais cromatograficos.

Slope 10000/min
Width 2s
Drift 0/min
T. dbl 1000 min
Min area-height 200.000

3.4 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados apresentados através de médias, e seu respectivo desvio padréo,

foram analisados pelo software Microsoft Office Excel sob Windows Vista 2010.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZAGAO DO METODO DE HS-SPME

O primeiro cromatograma obtido durante a andlise univariavel dos parametros
de extracdo por HS-SPME foi determinante para escolha da fibra a ser utilizada no
método de extracdo dos COVs, como mostra a Figura 15. Apesar de ndo apresentar um
delineamento ideal, a comparacdo entre os cromatogramas apresenta a fibra hibrida
CAR-PDMS tendo melhor afinidade com as substancias em HS, adsorvendo um maior
namero de substancias, inerentes a fermentacdo espontanea da polpa de agai. O tempo
de exposicdo da fibra, no HS, para adsor¢do dos compostos, foi mais satisfatério em 30
min, do que nos tempos 10 e 20 min. Ou seja, o0 equilibrio trifasico termodinamico,
entre matriz-headspace-fibra, aconteceu a partir desse tempo de exposicao da fibra.

A literatura demonstra que o tipo de fibra utilizado determina diferencas
qualitativas e quantitativas nos perfis de volateis obtidos via SPME. No trabalho
realizado por Pinho et al. (2006) foram comparadas as fibras poliacrilato, PDMS e
CAR-PDMS, sendo que esta ultima fibra extraiu 0 maior nimero de compostos com a
maior intensidade de sinal, totalizando 103 compostos extraidos, frente a 62 da fibra de
poliacrilato e 77 pela PDMS. A melhor performance da fibra CAR-PDMS ¢ atribuida ao

efeito matuo de adsorcéo e distribuicdo de sua fase estacionaria.

Figura 15: Comparagdo dos cromatogramas obtidos com as fibras CAR/PDMS (preto),
Poliacrilato (azul) e PDMS/DVB (rosa), em CG-MS.
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Apos a definicdo da fibra e do seu tempo de exposicdo para a extracdo dos
COVs, foi realizado um ensaio com o0 aumento de massa da polpa de acai (M1 - 650 mg
e M2 -750 mg), no HS, ansiando sinais mais intensos para alguns compostos que
caracterizam a fermentacdo espontanea do fruto, como o acido acético, relatada por
Aguiar et al. (2013). A massa foi determinada em funcdo da quantidade maxima
possivel de material a ser analisado sem comprometer o limite de deteccdo do
espectrometro de massas, e que fornecesse a melhor resolugcdo dos sinais. Dessa
maneira, manteve-se a massa de 650mg, como a mais adequada para anélise dos COVs,

neste trabalho (Figura 16).

Figura 16: Comparacdo dos cromatogramas obtidos com M1 (650 mg; preta) e M2
(750 mg; rosa), em CG-MS.
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No que diz respeito a viabilizacdo da extracdo por um equilibrio termodinamico
trifasico estabelecido entre matriz-headspace-fibra, e o seu equilibrio sendo favorecido
em temperaturas mais elevadas, a adsor¢do dos COVs foi satisfatdria na condicdo de
50°C/30 min para exposicao da fibra (Figura 17), ndo diferenciando muito do perfil de
compostos apresentados pela extracdo na condi¢cdo de 30 min a 60°C (Figura 18). Dessa
maneira, levando-se em consideracdo custos inferiores de analise em temperaturas mais
baixas, assim como a termolabilidade de alguns compostos de interesse, optou-se por

trabalhar com o binémio 50°C/30 min.
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Figura 17: Comparacdo dos cromatogramas obtidos no tempo de fermentacao da polpa

de 15h, em vail, com tempo de exposic¢do da fibra por 5 (preto), 10 (rosa), 20 (azul), 30

min (marrom) a 50°C, em sistema CG-MS.
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Figura 18: Comparacdo dos cromatogramas obtidos no tempo de fermentacéo da polpa

de 15h, em vail, com exposi¢éo da fibra por 30 min a 50°C (preto) e 60°C (rosa), ambas

por 30 minutos, em sistema CG-MS.
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Manrique et al. (2006), investigando compostos volateis de media e alta

polaridade, produzidos pelas gladulas masternais de Triatoma infestans, analisou o

comportamento de diversas fibras de SPME, e o perfil apresentado pela CAR/PDMS foi

0 mais adequado para 0s compostos em estudo.

Kolahgar et al. (2002) e Pinho et al. (2006) identificaram compostos entre

ésteres, alcoois, &cidos e aromaticos carboxilicos, através de extracdo por HS-SPME,

com a fibra CAR/PDMS e identificacdo por CG-MS, durante processo fermentativo da

cerveja.
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4.2 FERMENTACAO ESPONTANEA DOS FRUTOS DE E. OLERACEA

4.2.1 Concentracao de gases, temperatura e umidade relativa

O processo de respiragdo é primordialmente um processo oxidativo, que
aumenta os niveis de CO; e agua, com a liberacdo de energia, principalmente na forma
de ATP, sendo essa energia quimica requerida para a realizacdo dos varios processos
anabolicos e catabdlicos dos frutos. Apds a colheita este processo ndo é tdo eficiente,
uma vez que ndo e suprido pelo processo fotossintético. Entdo, o vegetal utiliza as
matérias organicas acumuladas (carboidratos, proteinas, lipideos) para obtencdo de
energia atraves do processo respiratorio (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Durante o condicionamento dos frutos de acai, foi possivel constatar, a partir do
ponto zero, um aumento nos niveis de CO, até 15 horas (Figura 19), e da UR até 10
horas, para F1, e até 5 horas para F2 (Figura 20). O aumento desses parametros,
juntamente com o maior consumo de O nesse mesmo intervalo de tempo, caracterizam
0 processo de respiracao do fruto.

Figura 19: Concentracdo de O, e CO, (%) durante fermentacdo espontanea dos frutos

de E. oleracea, provenientes de Benevides (F1) e Abaetetuba (F2).
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O teor de O, diminuiu drasticamente do ponto O até as 5 horas, permanecendo
praticamente constante depois das 10 horas, para ambas as procedéncias, em funcdo do
processo de respiragdo estar concluido. Dessa forma, 0 ambiente microaerdbio (< 10 %
de O,), com a producdo de CO, pelos frutos, favorece o catabolismo dos agucares pela

via fermentativa das bactérias, produzindo compostos organicos caracteristicos da
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fermentacao, como por exemplo, o etanol e os acidos organicos (HASHIZUME, 2008).
O acumulo desses podutos ocorre, principalmente, em periodos prolongados de
deficiéncia de O, (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os valores médios de temperatura e UR no ambiente de acondicionamento dos
frutos foram de 27,7+2°C e 66,6+5%, para F1, e 31,2+1°C e 66,2+9%, para F2. Percebe-
se uma tendéncia dos frutos a uma temperatura de equilibrio em torno de 30 °C (Figura
20). Nessas condicGes, torna-se vidvel o crescimento de bactérias psicrotroficas e
mesofilas, que possuem temperatura étima de crescimento entre 20-35°C e 30-45°C,
respectivamente. Leveduras tém um &timo crescimento na faixa desses dois grupos de
bactérias (JAY, 2005). Dessa maneira, 0 meio microaerofilo, de acondicionamento dos

frutos, possuia fatores intrinsecos suficientes para proliferagdo microbiana.

Figura 20: Evolucdo da temperatura e da UR durante fermentacdo espontanea dos

frutos de E. oleracea, provenientes de Benevides (F1) e Abaetetuba (F2).
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Durante o processo fermentativo ha liberacdo de energia através do metabolismo
dos micro-organimos, e consequentemente, um aumento da temperatura do meio (JAY,
2005). Dessa maneira, 0 aumento da temperatura foi um dos parametros que
caracterizou o meio fermentativo em F1. No entanto, em F2, observa-se um efeito
contrario (Figura 20). Isso ocorreu, provavelmente, em funcdo do tempo entre a colheita
e inicio do experimento ter sido de, aproximadamente, 3 horas para F1 e 12 horas para
F2. O maior tempo em F2 pode ter proporcionado o inicio do processo fermentativo

antes dos frutos chegarem ao laboratério. Isso justifica também o fato da temperatura
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inicial em F2 ser, aproximadamente, 10 °C mais elevada, que a temperatura inicial em
F1.

4.2.2 Tipos de fermentacado

Os tipos de processos fermentativos encontrados nesse trabalho foram
caracterizados de acordo com os COVs encontrados no HS. As fermentacgdes alcodlica e
acética ocorreram em todas as polpas analisadas neste trabalho, fato este coerente com o
acondicionamento, microaerdéfilo, em que foi acompanhado o processo de fermentagdo
da polpa. Os espectros de massas que caracterizam esses dois processos fermentativos,
apresentaram indice de similaridade de 98% com o espectro do etanol (Figura 21) e o do
acido acético (Figura 22). Aguiar et al. (2013) identificaram ambos 0s processos

fermentativos, durante a fermentacdo espontanea de frutos de acai, em caixas fechadas.

Figura 21: Sinal obtido por IE-MS, identificado como etanol.
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A producéo de etanol foi a mais acentuada pela microbiota natural dos frutos, de
ambas as procedéncias. Porém, ao longo do tempo, esse produto foi sendo consumido.
A producdo de &cido acético foi acumulativa no decorrer da cinética fermentativa, para
F1, e mais intensa, as 20 horas, para F2, conforme ilustra a Figura 23. A relacdo
inversamente proporcional desses dois produtos, ao longo do tempo, pode ser explicada
em funcdo da fermentacdo acética ser uma reacdo quimica que consiste na oxidacao
parcial de substratos de carbono, como o etanol. O resultado apresentado é coerente a
um processo de fermentacdo espontanea, onde as bactérias aceticas terdo sua atividade
metabolica favorecida apos a fermentacdo alcodlica pelas leveduras, disponibilizando o
principal substrato para esse tipo de bactéria, o etanol (SOLEIRO; GIUDICI, 2009).

Figura 23: Evolucdo da producdo do etanol e &cido acético ao longo da cinética de

fermentacao espontanea dos frutos de E. oleracea.
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O ambiente microaeroéfilo, e a faixa de temperatura, entre 23,5 a 33°C, em que as
amostras estavam durante o processo fermentativo, favoreceram a produgéo de etanol,
pelas leveduras, as quais se encontram em grande quantidade nos frutos do acaizeiro,
conforme relata Rogez (2000). Esses micro-organismos possuem uma faixa otima de
desenvolvimento entre 15-35°C, sendo a temperatura mais importante do que a propria
composicdo do alimento para o crescimento fangico (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Além das leveduras, ha contribuicdo das bactérias lacticas heterofermentativas e
aceticas, na producédo de pequenas quantidades de etanol, a partir da glicose e frutose,
que estdo presentes nos frutos de acai (MASSAGUER, 2005; SABATINI et al., 2008;
AGUIAR et al., 2013).

A identificacdo de outras substancias, como o acido caproico (hexanoico) e

acido isobutirico (2-metil propandico), através dos espectros de massas apresentados
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nas Figuras 24 e 25, apontam a ocorréncia de outros processos fermentativos da polpa
de acai, como as fermentacdes caproica e malolatica. Acidos graxos de cadeia curta,
acido acético, propandico, butirico, sdo subprodutos da fermentacdo por leveduras,
embora a presenca de acido propandico e butirico esteja associada com a intervencao de
bactérias (RIBEREAU-GAYON, 1998), que segundo Pompeu et al. (2009) e Aguiar et

al. (2013) estdo presentes naturalmente no agai.

Figura 24: Sinal obtido por IE-MS, identificado como acido caproico.
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Figura 25: Sinal obtido por IE-MS, identificado como &cido isobutirico.
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4.2.3 Compostos orgéanicos volateis (COVs)

Os COVs identificados foram distribuidos em 4 classes quimicas, sendo 10
alcodis, 4 aldeidos, 3 cetonas, e 6 acidos carboxilicos. A maior area de integracdo total

para cada substancia, ao longo das 25 horas, pode ser visualizada na Tabela 6.
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Tabela 6. Compostos organicos volateis identificados ao longo das 25 horas da cinética

de fermentacdo espontanea dos frutos de E. oleracea.

Substancias Amostra (area) TR (min) 1S (%) m/z
F1 F2
Alcoois
Etanol 6,02x 10" 9,54 x 10° 3,70 98 31
1-penten-3-ol 1,87x10" 1,06 x 10’ 5,15 95 57
3-metil-1-butanol 7,31x10" 5,17 x10° 5,75 95 57
3-metil-3-buten-1-ol 1,35x10"  7,83x10° 6,45 96 41
2-penten-1-ol 6,21x10° 1,68 x 10° 7,63 96 57
3-hexen-1-ol 4,98 x 10" 2,10 10’ 9,02 08 41
2-hexen-1-ol 1,15 x 10’ - 9,45 96 57
2,3-Butanodiol 6,77 x 10’ - 13,30 98 45
Benzenemetanol 453x10° 3,77x10° 18,53 95 79
Benzenetanol 4,51 x 10° - 19,1 96 91
Aldeidos
Hexanal 6,90 x 10" 4,00 x 10’ 4,58 95 44
2-Hexanal 257x10" 1,12 x 10’ 6,16 96 81
Benzaldeido 2,68 x 10° - 12,25 95 77
1-Dodecanal 2,04 x 10° - 19,80 95 43
Cetonas
2,3- butanodiona 8,51 x 10° - 3,87 96 43
1-penten-3-ona 1,55x 10" 1,00 x 10’ 4,12 94 55
3-hidroxi-2-butanona 550 x 10° 2,10 x 10° 7,25 95 45
Acidos carboxilicos
Acido formico 7,48x10° 1,67 x 10° 8,25 97 56,01
Acido acético 2,87x10" 7,50 x 10° 10,3 98 43
Acido mal6nico 3,23x10° 2,39 x 10° 11,09 95 73
Acido isobutirico 3,20 x 10° - 12,98 97 43
Acido benzéico 2,28 x 10° - 17,15 96 120
Acido capréico 1,13 x 10° - 17,97 94 60

TR: tempo de retencdo; IS: indice de similaridade; F1: fruto fermentado procedente de Murinin; F2: fruto
fermentado procedente da llha do Campumpema; m/z: relacdo massas/carga; - : abaixo do limite de

deteccéo.
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Nota-se a maior abundancia dos &lcoois e acidos nos frutos fermentados, tanto
em numero, quanto em concentracdo relativa. A abundancia de todas essas classes é
bastante relatada por varios autores em estudos sobre o perfil de COVs em processo de
fermentacdo espontanea de frutas e vegetais (DI CAGNO et al., 2010, 2011a, 2011b;
LEE etal., 2011; PULIDO et al., 2012).

A diferenca qualitativa observada entre F1 e F2 ocorreu, provavelmente, em
fungdo do tempo pos-colheita ser diferente entre as matrizes, e isso ter viabilizado o
processo de fermentacdo espontanea em F2, antes do mesmo comecar a ser analizado,
como relatado anteriormente. Dessa maneira, ndo se pode atribuir a diferenca em funcgéo

da procedéncia do fruto.

4.2.3.1 Alcoois

Como relatado anteriormente, os maiores valores de area durante a fermentagéo
espontanea do acai, foram identificados para F2, provavelmente em funcdo do maior
tempo pds-colheita até 0 momento dos ensaios.

Os éalcoois superiores etanol, 1-penten-3-ol, 3-metil-1-butanol (alcool
isoamilico), 3-metil-3-buten-1-ol, 2-penten-1-ol, 3-hexen-1-ol e 2 hexen-1-ol sdo
oriundos do metabolismo de aminoacidos ou acgUcares durante a fermentagdo alcodlica
(BERRY et al., 1995).

O 3-metil-1-butanol foi identificado no vinho, e considerado como “off
flavours”, os quais sdo compostos associados a descricdes de amargor, contribuindo
com notas negativas para os vinhos quando se encontram muito acima do seu limite de
percepcao sensorial (0,2 mg/L) (ESCUDERO et al., 2007).

O 2,3-butanodiol é encontrado em pequenas quantidades em tecidos de plantas e
animais superiores, assim como em Varios produtos alimenticios, neste caso, pela acéo
de microrganismos (MOLINA, 1995). O 2,3-butanodiol € um produto da fermentacéao
alcoolica, sendo o segundo componente mais abundante no vinho (ESCUDEIRO et al.,
2007).

4.2.3.2 Cetonas

Segundo Weldegergis et al. (2011) ha varias possiveis rotas de formacdo de

cetonas descritas na literatura, tendo como precursores acidos graxos, aminoacidos ou



58

até mesmo acucares. A 2,3- butanodiona foi encontrada apenas na amostra F1, no ponto
de 15 horas. Ja a 1-penten-3-ona 3-hidroxi-2-butanona foi encontrada em F1 e F2, em
todos os pontos da cinética de fermentacéo.

A 3-hidroxi-2-butanona é bastante relatada no processo de fermentacdo de
vinhos, sendo, frequentemente, 0 composto majoritario na obtencio desse produto. E

sensorialmente descrita como aroma de manteiga e gordura (ESCUDERO et al., 2007).

4.2.3.3 Aldeidos

Dentre os 4 aldeidos identificados na polpa de acai fermentada, o hexanal e o 2-
hexanal estiveram presentes nas duas amostras, e foram mais intensos em F1. O hexanal
pode ser formado diretamente a partir de &cido linoléico por via enzimatica ou
indiretamente através do acido caprdico (presente nas duas amostras) oriundo do mesmo
acido graxo por B- oxidagdo. O &cido linolénico também pode contribuir para a
formacdo deste aldeido, pois a acdo de lipoxigenases oxida este &cido graxo a 3-
hexenal, que por sua vez forma 2- hexenal, que é convertido a hexanal (ROWAN et al.,
1999; REINECCIUS, 2006). No caso do acai, como se tem muito mais acido linoléico
que linolénico (11,5% e 1,1% do total dos acidos graxos, respectivamente), € mais
provavel que o acido linoleico seja o precursor (BICHARA, ROGEZ, 2012).

Observou-se para F1 que houve uma maior concentracdo relativa de hexanal, e
menor concentracao de acido hexandico. Isto pode ter ocorrido por duas hipdteses: uma
maior conversdo de acido hexandico em hexanal ou por diminui¢do da oxidacdo deste
aldeido em &cido hexandico. O hexanal e o 2-hexenal tém sido descritos como aroma

herbaceo e frutado, e rancoso e gorduroso, respetivamente (ESCUDEIRO et al., 2007).

4.2.3.4 Acidos carboxilicos

Dentre os &cidos identificados, o acido acético foi o que apresentou maior
intensidade durante a fermentacdo espontanea do acai, para F1. Este resultado corrobora
com a literatura, que relata a fermentacdo acética como a mais acentuada em frutas,
dentre os processos fermentativos caracterizados durante fermentagcdo espontanea do
acai (AQUARONE, 1990; BORTOLIN et al., 2001; MARQUES, et al. 2010; AGUIAR
etal., 2013).
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A producdo dos acidos acético, malonico, caproico e formico foi obsevada a
partir do tempo zero de condicionamento até as 25 horas, para ambas as prodecéncias.
Os demais acidos foram encontrados a partir das 15 horas de fermentacdo, apenas para
F1, como mostra a Figura 26.

Figura 26: Produgdo dos &cidos carboxilicos durante as 25 horas de concionamento dos
frutos de E. oleracea.
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A fermentacdo malolatica, caracterizada no presente trabalho, ocorre também
espontaneamente na producdo de vinho, conforme estudou Lopez et al. (2008). A
literatura relata bastante esse processo fermentativo, durante a obtencdo do vinho, em
funcdo da conversdo do &cido mal6nico em &cido lactico e CO, (REVEL et al, 1999;
LIU, 2002; UGLIANO et al., 2003). Durante a etapa de fermentacdo dos frutos de E.
oleracea, o é&cido mal6nico foi sendo consumido ao longo das 25 horas de
condicionamento da matriz. Observando a Figura 27, percebe-se uma relagéo
inversamente proporcional ao consumo desse acido, e a producao de CO,.

Aguiar et al. (2013) relataram a presenca do acido lactico, durante fermentacédo
espontanea, em ambientes aberto e fechado, dos frutos de E. oleracea. Apesar de ndo ter
sido indentificado nesse trabalho, os resultados apresentados na Figura 27, podem ser
um indicio da incapacidade do metodo utilizado em identificar o acido lactico.
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Figura 27: Producdo do &cido maldnico e CO2, durante fermentacdo espontanea dos

frutos de E. oleracea.
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O é&cido caproico é formado no metabolismo dos &cidos graxos, principalmente
pela B-oxidacdo do acido linoléico, mas também através dos acidos oléico e estearico
(ROWAN et al., 1999), que estdo presentes na polpa de acai, segundo Nascimento et al.
(2008) e Menezes et al. (2008). Rezende e Fraga (2003) relataram a presenca do acido
capréico entre os principais compostos da polpa do murici, o qual foi sensorialmente
descrito com aroma de ranco. Dessa forma, sugere-se uma alteracdo sensorial,
indesejavel, na polpa dos frutos em processo de fermentacéo espontanea.

Com estes resultados pode-se afirmar que o tempo pos-colheita e o
condicionamento dos frutos de E. oleracea em ambientes microaeréfilos, séo fatores de
forte influéncia na qualidade sensorial da polpa de acai. Segundo Aguiar (2010),
pessoas que trabalham no processamento artesanal do fruto — forma normalmente
comercializada na regido Amazonica —, relatam que frutos transportados em ambientes
fechados, possuem um azedume (dados de campo) que ndo € identificado nos frutos
transportados em ambiente aberto. Rogez (2000) relatou que este atributo sensorial
indesejavel ndo poderia ter relacdo com o pH (5,0 — 5,5) do acai. Logo, a identificacdo
dos éacidos apresentados na Tabela 7 pode justificar essa caracteristica sensorial.

Aguiar et al. (2013) encontraram o limite de deteccdo de palatabilidade para o
acido acético, em suco de acai obtido de frutos condicionados em baixa aeracéo, por 7

horas, em condicdes de fermentacéo espontanea similares as estudadas neste trabalho.
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4.3 IMPLICACOES SOBRE UMA POSSIVEL ATRACAO DE TRIATOMINEOS

4.3.1 Concentracao de gases, temperatura e umidade relativa

4.3.1.1 Concentracdo de CO,

Barrozo e Lazzari (2004b) e Guerenstein e Hildebrand (2008) relataram que uma
das principais consequéncias da adaptacdo dos triatomineos ao habitat humano, bem
como ao seu peridomicilio é o forte efeito atrativo do gas carbdnico sobre insetos
hematofagos. Este fato se agrava em ambientes com continuas correntes de ar, pois 0s
odores viajam em seus pacotes e sdo detectados como estimulos pelos insetos, mesmo a
longas distancias.

Durante o protocolo de acGes de controle da DC, realizado pela SESPA, em
2011, foram capturadas espécies de triatomineos positivadas, com o T. cruzi, no
peridomicilio dos habitantes das Ilhas do combd, Murutucum e Papagaio, do municipio
de Belém. Esses insetos foram capturados também em acaizeiros, durante a dessecacdo
das palmeiras, nas mesmas ilhas.

Considerando esses fatores, e os resultados da concentracdo de CO, encontrados
neste trabalho, conclui-se que os frutos do acaizeiro, em seu periodo po6s-colheita,
possuem uma tendéncia forte de exercer atragdo sobre os triatomineos, que podem estar
nas proximidades das casas ribeirinhas ou barcos durante o transporte. Os acaizeiros sao
abundantes em solos de varzea, ou seja, localizados as margens dos rios, onde sempre
ha correntes de ar em diregdo ao continente, carreando os odores (AGUIAR et al.,
2010).

O intenso manuseio durante a poés-colheita do acai, pode ser outro fator de
influéncia, pois a presenca de pessoas e animais ao redor dos paneiros contendo 0s
frutos podem aumentar a quantidade de calor e CO, transportados pelas correntes de ar.
Segundo Aguiar (2010), comparando a respiracdo dos frutos de acai com a de humanos,
seria necessaria 1 tonelada dessa matriz (aproximadamente 80 paneiros) para liberar a
quantidade de CO, exalado por uma pessoa adulta (em média 45 gCO./h).

Um dado importante é fornecido por Barrozo e Lazzari (2004a), que relatam
uma atividade de locomocao dos triatomineos, em resposta ao CO,, apenas no inicio da

escotofase, quando saem a procura de alimento, e isso reflete sobre a colheita do acai no
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final da tarde e/ou sobre seu armazenamento na ponta do trapiche a espera da

embarcacao.

4.3.1.2 Temperatura e umidade relativa

Naturalmente, as condi¢cOes ambientais, de temperatura e UR, da Regido
Amazonica, sdo bastante atrativas para a habitacdo de insetos. Barrozo et al. (2003)
concluiram que fontes Umidas de calor, a temperatura ambiente, foram atrativas a T.
infestans. Rocha et al. (2001), relataram a preferéncia de R. robustus por ambientes
umidos, e citam que esta espécie é muito encontrada nos Estados do Pard e Amazonas.

Dessa maneira, os valores de umidade e temperatura encontrados durante o
processo de fermentacdo espontanea, neste trabalho, podem ser um fator de atracdo para
triatomineos, principalmente, quando 0s insetos estdo presentes nas embarcacoes,
podendo haver contato direto dos vetores da DC com os frutos. Lembrando, que o
paneiro utilizado para 0o armazenamento do fruto ndo oferece resisténcia ao contato
direto.

Gomez-Nufiez (1964), num estudo sobre a criacdo de R. prolixus, percebeu que a
UR exerceu maior impacto comportamental sobre o inseto, quando associada a elevadas
temperaturas ambientais (> 30°C). Dessa maneira, a temperatura em volta dos frutos
pode ser um fator a mais para atracdo de triatomineos, tendo em vista que durante o
acondicionamento dos frutos de acaizeiro, os valores encontram-se préximos ou

superiores a 30°C, como mostra a Figura 20 (pagina 52).

4.3.2 Compostos orgéanicos volateis (COVs)

4.3.2.1 Interacdo intraespecifica

Os triatomineos possuem dois tipos de glandulas responsaveis pela comunicacgéo
entre as espécies: glandulas metasternais (GMs) e de Brindley. Os resultados
apresentados no trabalho de Vitta e Lorenzo (2009) demonstraram que machos sé&o
atraidos por odores de fémeas, e que as glandulas metasternais estdo envolvidas nesta

atracao.
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Dentre os compostos associados com secrecdes das glandulas metasternais das
espécies T. infestans e R. prolixus emitidos em diferentes contextos comportamentais, a
2-butanona ¢ relatada como feromdnio sexual de machos e fémeas, porém, exercem
maior influéncia na atracdo de machos, para 0 acasalamento. Essa substancia também é
relatada como feromoénio de agregacdo das espécies, sendo emitida, por machos e
fémeas, durante a copulacdo desses insetos (MANRINQUE et al., 2006; PONTES et al.
2008; PONTES; LORENZO, 2012). Dessa maneira, a identificacdo da 3-hidroxi-2-
butanona, no presente trabalho, torna questionavel o efeito de atracdo dessa substancia
sobre os triatomineos, tendo em vista 0s comportamentos intraespecificos relatados para
a 2-butanona.

O é&cido isobutirico, identificado no trabalho, pode ser outro indicativo para
atracdo de triatomineos, pelos frutos de acai em processo fermentativo espontaneo,
tendo em vista os relatos de Guerenstein e Guerin (2004), nos quais, em baixas
concentracdes, esse analito pode funcionar como um sinal sexual entre casais de R.
prolixus. Entretanto, at¢é o0 momento ndo ha dados experimentais que comprovem a
existéncia de comportamento desencadeado ou promovido por esta substancia que
tenham relacdo direta com o contexto sexual.

Insetos adultos perturbados mecanicamente emitem secrecGes através das GMs e
das glandulas de Brindley, simultaneamente (VITTA, 2005; MANRIQUE et al., 2006).
A natureza multicomponente dessas secrecdes deve ser considerada, levando em conta a
existéncia de fenémenos de ativacdo, inibicdo e sinergismo que podem ocorrer na
presenca simultanea de diferentes componentes.

Guerenstein (1999) encontrou o &cido isobutirico no HS de T. infestans
submetidos & perturbacdo mecanica. E importante relatar, que o &cido isobutirico foi
encontrado por todos os autores que investigaram a secre¢do das glandulas de Brindley
e/ou no HS de adultos perturbados de todas as espécies de triatomineos estudadas,
porém existem divergéncias aos outros componentes, ndo havendo assim um consenso
sobre o comportamento desses insetos mediante a mistura dessas substancias.

No HS de R. prolixus e T. brasiliensis perturbados mecéanicamente, foram
encontrados os acidos isobutirico, acético, propidnico, butirico e o 2-metil-butirico
(GUERENSTEIN, 1999; VITTA et al., 2009). Apesar do &cido acético e isobutirico
serem identificados nesse trabalho como produtos da fermentacéo espontanea dos frutos
de acai, a literatura cientifica para triatomineos, ndo apresenta nenhum efeito atrativo

para o &cido acético.
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Como a literatura retrata 0 comportamento dos triatomineos, frequentemente,
associado a misturas multicomponentes, € necessario realizar testes de atragdo entre as
substancias identificadas durante o processo fermentativo do fruto e esses insetos, para

que possam ser descritas as implicagBes sugeridas no presente trabalho.

4.3.2.2 Interacdo interespecifica

Mamiferos, em geral, sdo 6timas fontes de compostos organicos volateis atraves
da transpiracdo. Os acidos graxos carboxilicos constituem um quarto dos lipidios que
estdo na superficie da pele humana, e sdo produtos da degradacdo de triglicerideos por
micro-organismos presentes nas glandulas sebéaceas da pele humana (TAKKEN;
KNOLS, 1999).

Stefaniak e Harvey (2006) determinaram 61 constituintes no suor humano,
dentre eles, os acidos lactico, piravico, butirico, acético, caprdico, propidnico,
isobutirico e isovalérico. Dentre esses, 0s acidos acético, capréico e isobutirico, foram
identificados como metabdlitos do processo fermentativo acompanhado neste trabalho.
Vale ressaltar que os AGCC, e o acido latico, na presenca de CO,, exerceram maior
influéncia sobre a atracdo de triatomineos, na espécie R. prolixus, e que 0s insetos mais
encontrados na Amazoénia Brasileira pertencem a este género (Guerenstein; Lazzari
2008).

Nos estudos de Ortiz e Molina (2010), extratos do suor humano do rosto e dos
pés apresentaram respostas significativas (p < 0,05), para atracdo de R. prolixus.
Enquanto os extratos da mao ndo apresentaram uma diferenca estatisticamente
significativa (p > 0,05) para a atracdo.

A combinacdo de acido lactico com CO, foi testada em ninfas de R. prolixus e
apresentaram um aumento da atracdo desses insetos (Tabela 2, pag. 26). Essas duas
substancias foram identificadas durante o processo de fermentacao espontanea de frutos
de acaizeiro em ambiente microaerdbico (AGUIAR et al., 2013), similares ao estudado
neste trabalho.

Barrozo e Lazzari (2004b) relataram que o limite de deteccdo do CO, pela
especie T. infestans foi de 300-400 ppm. Em sinergismo com o &cido lactico, este limite
diminui para 75-150 ppm. Em testes apenas para o acido lactico, esses autores

verificaram que ndo houve efeito atrativo.
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Seccadio et al. (2012) apresentaram resultados expressivos para atracdo da
espécie R. pictipes, quando canalizaram substancias volateis produzidas por 10 kg de
frutos do acaizeiro, para um sistema de teste de atracdo, em ambiente fechado. Os
autores ainda relataram um efeito sinérgico sobre os insetos, quando em outro ensaio
utilizando o mesmo sistema, foi adicionado 1% (v:v) de CO,, ndo ocorrendo atragdo
significativa dos insetos.

Schofield (1994) observou que baixas concentragfes de acido isobutirico
atrairam adultos de R. prolixus, enquanto altas concentracGes os repeliram. Guerenstein
e Guerin (2001) demonstraram que o acido isobutirico constitui o Gnico componente da
mistura de odores de coelho capaz de estimular a sensilia basiconica, localizada na
antena de T. infestans.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que foi possivel otimizar as condigdes necessarias de analise
dos COVs, via headspace-spme, durante o processo fermentativo dos frutos de E.
oleracea. Com o método de extacdo definido, e as condi¢des de andlise, por CG-MS,
implantadas, foram identificadas, as substancias volateis produzidas durante a
fermentacdo dos frutos, de duas procedéncias (F1 e F2).

Com os resultados obtidos, ficou evidenciado o processo de fermentagédo
espontanea que ocorre naturalmente nos frutos de acaizeiros, 25 horas pos-colheita.
Nesse periodo, os frutos de acaizeiro sofrem quatro tipos de fermentaces: a alcodlica, a
acética, a malolatica e a caproica. Os metabolitos desses processos fermentativos
sugerem uma perda na qualidade nutricional, sensorial e funcional da polpa de acai.

Fica evidente a necessidade de investimento financeiro em cursos de instrucéo e
capacitacdo, por parte da esfera governamental, aos produtores, atravessadores e
comerciantes de acai, no sentido da aplicacdo das boas préaticas de fabricacdo na cadeia
produtiva do acai.

As condi¢bes ambientais onde se desenvolve a cadeia produtiva do acai, assim
como os produtos do processo fermentativo desse fruto, possuem uma relagéo positiva
com as substancias, relatadas pela literatura, que exercem atracdo intraespecificas e
interespecicias dos vetores da DC. A classe dos acidos carboxilicos e cetonas, sugerem
uma possivel atracdo sobre o0s triatomineos, principalmente, durante o
acondicionamento dos mesmos em trapiches, e nas embarcacdes utilizadas para o
transporte.

Dessa maneira, para futuros trabalhos, fica a idéia de realizar um estudo de
atracdo com os COVs do processo fermentativo de E. oleracea, para validar as possiveis
implicagOes aqui apresentadas.

Aos produtores, torna-se importante instrui-los, no sentido de evitar colocar 0s
cachos no chéo, e diminuir a presenca de animais e pessoas ao redor dos paneiros; assim
como, diminuir a0 maximo o tempo de transporte dos frutos até os centros comerciais,

para manter, a0 maximo, sua qualidade microbiologica, nutricional e sensorial.
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