¢ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGPE

12 PRO-REITORIA DE POS-GRADUACA E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CENCIAE
o TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

faa?l

PRODUCAO DE COMPOSTOS DE AROMA POR
Kluyveromyces marxianusTILIZANDO RESIDUO DE
GRAVIOLA (Annona muricata L.)

Ana Lucia de Jesus Leal

SAO CRISTOVAO-SE
Fevereiro/2012



‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
P PRO-REITORIA DE POS-GRADUACA E PESQUISA
i:.f PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EMCIENCIA E

TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PRODUCAO DE COMPOSTOS DE AROMA POR
Kluyveromyces marxianusTILIZANDO RESIDUO DE
GRAVIOLA (Annona muricata L.)

Ana Lucia de Jesus Leal

Projeto de Pesquisa apresentado ao Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
como requisito parcial a obtencdo do titulo de
MESTRE EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE

ALIMENTOS.

Orientador: Prof. Dr. Narendra Narain
Co-orientadora: PrafDr® Luciana Cristina Lins de Aquino

Agéncia Financiadora: CAPES

SAO CRISTOVAO-SE
Fevereiro/2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

L435p

Leal, Ana Lucia de Jesus

Producdo de compostos de aroma por Kluyveromyces
marxianus utilizando residuo de graviola (Annona muricata L.) /
Ana Lucia de Jesus Leal ; orientador Narendra Narain. — S&o
Cristovéao, 2012.

66f. : il.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos)
— Universidade Federal de Sergipe, 2012.

1. Aroma. 2. Graviola. 3. Residuos organicos. 4.
microorganismos. I. Narain, Narendra, orient. I.Titulo.

CDU 66.095.252.4:634.41




. UNIVERSIDADE FEDEAL DE SERGIPE

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACA E PESQUISA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EMCIENCIA E
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PARECER FINAL DO JULGAMENTO DA DISSERTACAO DO MESTADO

PRODUCAO DE COMPOSTOS DE AROMA POR
Kluyveromyces marxianw$TILIZANDO RESIDUO DE
GRAVIOLA (Annona muricata L.)

Autor: Ana Lucia de Jesus Leal
Orientador: Prof.Dr. Narendra Narain

Co-orientadora: Prof. Dr*. Luciana Cristina Lins de Aquino
Banca Examinadora:

Prof. Dr. Narendra Narain
Orientador/NUCTA - UFS

Profa. Dr2. Maria Aparecida Azevedo Pereira dasSilv
Examinador Interno/NUCTA - UFS

Profa. Dr2. Cleide Mara Faria Soares
Examinador Externo/UNIT



"A coisa mais bela que o homem pode
experimentar € o mistério.
E essa emocéo fundamental que esta na raiz
de toda ciéncia e toda arte."

Albert Einstein



VITAE DO CANDIDATO

Ana LUcia de Jesus Leal, filha de Manoel Messiad eeMaria Lucia de Jesus

Leal, nasceu no dia 06 de abril de 1984, em Itaba&ergipe.

Formagao académica/Titulagdo:Em 2005 iniciou o curso de Engenharia de
Alimentos, na Universidade Federal de Sergipe (UEShcluindo-o em 2009. Foi
bolsista de Iniciacdo Cientifica, no periodo de228@@009. Em Marco de 2010, iniciou
o Curso de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de&itos na Universidade Federal de

Sergipe, Sao Cristévao/SE.

Nome em citacdes bibliograficasLEAL, A. L. J.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar sempre comigo, me dando forca passeguir em busca de
meus sonhos.

A minha mae Lucia, pelo amor, carinho e incentirotedas as horas e ao meu
pai, Manuel Messiasin memorian) que sempre foi minha estrela guia em todos os
momentos da minha vida.

Aos meus Principes, Valberclay e Wagner, simplesen@or serem meus
IRMAOS.

A todos meus primos, em especial a Simone, Suz&smarara pelo incentivo e
pelos momentos de alegria e descontracéo.

A todos os meus familiares pelo amor, carinho eagoeditar em mim sempre.

Ao meu orientador, Narendra Narain, pela dedicagagcjéncia, confianca e
apoio na realizacéo deste trabalho.

A professora Luciana, por sua co-orientacdo e safio sugestdes,
imprescindiveis para a realiza¢do deste trabalho.

A toda Equipe do Laboratério de Analises Cromatiogga e de Flavor, em
especial a Anderson, Taciana, Karen, Raquel, Mieldgina que sempre me ajudaram
nos desenvolvimento das minhas atividades. Nunga@squecer VOCEs.

A querida amiga Mércia, por ter contribuido comedsabalho, compartilhando
interesses, atividades, preocupacdes e alegrias.

Aos amigos conquistados no decorrer do curso ddrades pela amizade,
companheirismo e pelas experiéncias divididas emossamomentos durante a
realizagéo deste curso.

A minha grande amiga Kelly, pelas palavras de iticer® ombro amigo sempre
oferecido nas horas que eu mais precisava.

A todos os meus amigos, em especial MarcelinhodlgnTayany, Grayce,
Greicy Emily, pela paciéncia, apoio e momentosduoesiveis.

Aos professores do Curso de Pés-Graduacdo em E&ié@ncliecnologia de
Alimentos pela oportunidade e por todos 0s ensin&ose

A CAPES pelo auxilio financeiro.

A todos que direta ou indiretamente contribuirammapa realizacdo deste

trabalho, fica meu sincero reconhecimento.



RESUMO

O Brasil € um dos principais produtores mundiaidrdeas frescas. A producdo deste
alimento gera uma grande quantidade de residuseguesenta um serio problema na
disposicéo final e perda econ6mica associada a@m@veitamento desse material. A
perda econdmica dessa biomassa pode ser reduzildaupe das mesmas em
fermentacdes para producdo de compostos de arommateDdisso o objetivo desse
trabalho foi avaliar o potencial do residuo proeeie do processamento da graviola
para obtencéo de compostos de aroma, principalni2eietailetanol e o 2-fenetil acetato
em fermentacdo submersa pidluyveromyces marxianug~oram realizados testes
preliminares para selecionar o residuo com maidenoal para producdo destes
compostos, para isso utilizou-se tanto da técniaaadalise sensorial como da
cromatografia. Dentre os residuos estudados (a;enaingaba e graviola) o de graviola
proporcionou um maior potencial para a producaoatepostos de aroma de alto valor
agregado. Foram escolhidos dois compostos de dratad 2-feniletanol e o 2-fenetil
acetato, para estudar os melhores parametros utoinde obter uma maior producéo.
Primeiramente, avaliou-se a producdo dos compe#os por meio da realizagéo de
um delineamento experimental, estudando seis p&@neoncentracdo de agucar, de
extrato de levedura, de residuo, de inoculo, pditagio. Diante do resultado optou-se
por continuar estudando a concentracdo de extealieveddura e glicose como também a
agitacdo. Sendo assim, utilizou-se do planejamfatdoial completo com trés variaveis
dependentes: concentragdo de agucar que variod déQg/L, concentracdo de extrato
de levedura que variou de 0 a 10g/L e agitacaovgtieu de 75 a 150rpm. Segundo a
analise de superficie resposta, 0 processos deiggodlos compostos foi otimizado,
nas condi¢des propostas, onde a maior producadeteefll acetato pode ser obtida em
concentracdes de extrato de levedura entre 2,6 g/lZ de extrato de levedura, glicose
entre 21 e 40 g/L e agitacdo entre 95 e 135 rpnaiernproducdo do composto 2-
feniletanol pode ser obtida em concentracOes datexte levedura entre 4,0 e 6,0 g/L

de extrato de levedura, glicose entre 22 e 42 gltitacao entre 100 e 120 rpm.

Palavras Chaves:Aroma, graviola, residuo, microrganismo



ABSTRACT

Brazil is a leading global producer of fresh fruithe production of this food generates
a large amount of waste represents a serious pnoibl¢he disposal and economic loss
associated with non-use of such material. The aoantwss of biomass can be reduced
by the use thereof in fermentation for the productdf aroma compounds. Given that
the objective of this study was to evaluate theptl of the waste from the processing
to obtain soursop aroma compounds, especially Bypbdhanol and 2-phenethyl
acetate in submerged fermentation by Kluyveromyeesxianus. Preliminary tests
were performed to select the residue with the gstgiotential for production of these
compounds, it was used for both the technique rirohtography and sensory analysis.
Among the residues studied (acerola, mangaba andap the soursop has provided a
greater potential for the production of aroma coomuts of high added value. That
done, he was chosen two fruit aroma compounds,ePypéthanol and 2-phenethyl
acetate, to study the best parameters in ordegttongre output. First, we evaluated the
production of such compounds by means of conduaimgexperiment, studying six
parameters: concentration of sugar, yeast extregijue of inoculum, pH and agitation.
Given the outcome was decided to continue studihegconcentration of yeast extract
and glucose as well as agitation. Therefore, wd tise full factorial design with three
dependent variables: sugar concentration rangeah ft60 to 50 g/L, yeast extract
concentration ranging from 0 to 10 g/L and agitatiehich ranged from 75 to 150rpm.
According to the analysis of the response surfélce, production processes of the
compounds has been optimized, the conditions peahosvhere the increased
production of 2-phenethyl acetate may be obtairtecbacentrations of yeast extract,
2.5 to 7.0 g/L yeast extract, glucose from 21 togd0 an stirred between 95 and 135
rom and increased production of 2-phenylethanol ppmmd can be obtained at
concentrations of yeast extract, between 4.0 add)&. of extract of yeast, glucose 22

to 42 g/L and agitation from 100 to 120 rpm.

Keywords: flavor, soursop, residue, microorganism
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda de frutas tropicais no mergatgonacional coloca o
Brasil como um dos mais promissores paises a doragta mercado. Segundo dados
do Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF), em 2009Brasil foi o terceiro maior
produtor mundial de frutas frescas com uma produgo superou os 41 milhdes de
toneladas, o que representou 5% da producdo mundial

Nesse cenario, a Regido Nordeste vem se destacaddwez mais. Nos ultimos
anos, observou-se, de uma maneira geral, um poocedss aperfeicoamento,
caracterizado pela exploragdo de areas mais estgreda utilizacdo da irrigagcédo e pelo
incremento de novas tecnologias, visando elevadpsktativas producdes de frutos.
Em resposta a esse avanco, o numero de agroirdlisisialadas por toda a regido tem
aumentado significativamente, gerando um incrememdo producdo de residuos
agroindustriais (LOUSADA JUNIORt al., 2006). Os residuos agroindustriais podem
conter substancias de grande potencial, podendotiseados como fonte de carbono
em bioprocessos para obtencédo de compostos delelesbor comercial como etanol,
enzimas, acidos e compostos de aroma (LAUFENBER@I, 2003; DHILLONet al,
2004).

A producao biotecnologica de compostos de aromasamdo estimulada pela
crescente demanda do mercado consumidor por psdotislados como “naturais” e
“saudaveis”. A maior parte dos aromas naturaigesoltado de misturas de compostos
qguimicos, biologicamente ativos, apresentando tesasl complexas de varios grupos
funcionais, encontrados em baixas concentrac6eso@postos quimicos responsaveis
pelos aromas caracteristicos sao alcoois, acidasresd, cetonas, lactonas, aldeidos
(DEMYTTENAERE et al., 2001; BICASet al.,2010), e outras moléculas complexas
gue resultam do metabolismo secundario de planiagodem ser obtidas de fontes
animais. Certos fungos, leveduras e bactérias tampéssuem potencial para o
metabolismo secundario e podem produzir aromas agréincias (UENOJO e
PASTORE, 2006).

A utilizacdo de microrganismos para a producaordenas ja € conhecido ao
longo dos anos. Estima-se que cerca de 100 congpostoaroma sao produzidos

industrialmente por fermentacdo através de microsgsos (MENDEIROSet al.,



2006). Dentre estes compostos, 0s que possuem arbonais tém maior interesse
industrial. Como exemplo disso, podemos citar ferletanol (2-FE) e o 2-fenetil
acetato (2-FEA) que sdo compostos de aroma dealo com um odor semelhante a
rosas e sao usados amplamente para modificar certgsosicdes de aroma na matéria
prima, tais como, férmulas frutadas, sorvetes, mmppudins, goma de mascar onde
contribui sensorialmente (HUANE& al.,2000; STARKet al.,2003). De maneira geral
a producdo desses compostos variam em funcdo desdaguimicos, fisicos e
bioldgicos. As condicdes do processo, tais como po@gdo do meio (fonte de
carbono, nitrogénio e outros elementos), pH, a@ttagemperatura de incubagéo,
aeracdo, género e espécie do microrganismo e dadatide inoculo, sdo fatores
determinantes para os tipos e quantidades dos cosgeroduzidos.

Atualmente, um dos microrganismos que vém sendiizatto em véarias
aplicacbes biotecnoldgicas € Kluyveromyces marxianusEstudos demonstram a
eficiéncia dessa levedura na producdo de etangbrateina celular, de enzimas, em
aplicacdes ambientais, compostos de aroma (HASW@L, 2003; PINHEIROet al,
2003; SCHULTZet al, 2005; RAJOKA, 2007; ODA e NAKAMURA, 2009; GAO e
DAUGULIS, 2009). Entretanto, em relacdo a produgBo aromas atraveés desta
levedura utilizando residuo agroindustrial comossatbo, foram encontrados poucos
relatos na literatura (FABRé& al.1995; MEDEIROSet al.,2000; PEREIRA, 2006).

A partir desses aspectos, e sabendo que os sabsaigibindustriais oferecem
varias vantagens como facil manuseio, baixo cuatta produtividade além de
minimizar os problemas ambientais, sendo assinbjetieo deste trabalho foi avaliar o
potencial de residuos proveniente do processandenpolpas de frutas para a obtencéo
de compostos de aroma, através de fermentacdo m&nitdizando o microrganismo

Kluyveromyces marxianus



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como o objetivo avaliapotencial de residuos
proveniente do processamento de polpas de frutas gp@btencdo de compostos de
aroma, atraves de fermentacdo submersa utilizanducmrganismoKluyveromyces

marxianus

2.2 Objetivos especificos

» Determinar as caracteristicas fisicas, quimicadsieofquimicas da farinha
obtida a partir dos residuos agroindustriais regg@on(acerola, graviola e

mangaba);

* Realizar fermentacdo submersa utilizando o restitufruta (acerola, graviola
ou mangaba) e selecionar através de andlise sanaqrele que apresentou
maior potencial para producao de aromas;

* Auvaliar a influéncia de parametros (concentracagldese, extrato de levedura
e agitacdo) no processo fermentativo, através dadwlegia de superficie de
resposta, para a obtencdo de compostos de aroliranao o residuo de fruta

selecionado.

* Identificar e quantificar os compostos volateis dmma produzido pelo
processo fermentativo por cromatografia gasosaladapa espectrometria de

massa.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aroma

A palavra aroma veio do grego e originalmente figaya condimento. Mais
tarde esse significado mudou para todas as peregepd® odor que apresentavam
sensacao de cheiro agradavel (MATHEIS, 1997).

O aroma, segundo a andlise sensorial € um dos eao@mais importantes para
determinar a qualidade do produto e aceitacdo. racteristica mais comum dos
compostos aromaticos € a sua volatilidade (pescecular geralmente inferior a
400 Da). Estas moléculas podem ser hidrocarbon&tasis, aldeidos, cetonas, acidos,
ésteres, lactonas, ou que estdo presentes em lcamesntracbées na composi¢cao dos
produtos alimentares (BICAS al.,2010).

A percepcao do aroma depende do impacto individigalcada um desses
compostos, mas geralmente é o resultado do balglofml entre eles. Nenhum
constituinte individual é totalmente responsavelo pgroma caracteristico de uma
determinada matriz, mas em alguns produtos existenou mais componentes que,
sozinhos, lembram a qualidade caracteristica de asema, e sdo chamados de
compostos caratémpacto. Os demais compostos necessarios paratse mtsabor
pleno sdo chamados de compostos contribuintes (EKFRANRO004).

Desde a antiguidade, os processos fermentativossidmempregados para a
producdo de produtos alimentares. No entanto, dugém em potencial de aromas
produzidos por microrganismos passou a ser buseadéempos mais recentes. Em
decorréncia das vantagens esperadas, tem havidoegoente interesse por este campo
de pesquisa, resultando no desenvolvimento de gsosebiotecnolégicos como
alternativa para substituir a sintese quimica (LGER2002).

Compostos de aroma sao obtidos industrialment@l@agrprocessoprincipais:
sintese quimica e extracdo de fontes naturais.iftesges quimicas geralmente criam
altos impactos ambientais por emitirem certa catgaresiduos ndo-biodegradaveis.
Aromas extraidos diretamente de plantas estaot@sljai instabilidades advindas da
sazonalidade, ataque de pragas e efeitos geografdsoprocessos biotecnoldgicos, por

outro lado, em geral ndo emitem alta carga de uesick estdo menos sujeitos a



variagbes sazonais, oferecendo algumas vantagelie sdguns dos processos
existentes para a producédo de compostos de ardrAd\(EO, 2004).

Os aromas obtidos através de processos biotecootogodem ser produzidos
por duas viassintese do nove biotransformacéo. Aintese do novamplica na
producdo de compostos de aroma a partir de miarsmas utilizando meios de
cultura simples sem nenhuma adicdo de substrapecias. Neste processo a acao
metabolica do microrganismo sob o meio de cultu@yez uma mistura de varios
compostos que sao importantes para a formacaoatoaado produto; ja o segundo
refere-se a sintese de um ou varios compostoodegrela adicdo de seus precursores
ao meio de cultura, tendo por objetivo a obtengdaod produto principal (BERGER,
2009; BICASet al.,2010).

A idéia de que produtos naturais sdo em geral seigl@& de que produtos
artificiais sdo muitas vezes maléficextremamente difundida hoje, é uma forte
motivacdo para alternativas fermentativas de pr@alwe aromas. Cerca de 84% dos
aromas disponiveis no mercado sao artificiais, ® @ aumento da exigéncia do
consumidor por produtos mais saudaveis e natdeas;om que a producao de aromas
por via biotecnoldgica torne-se uma alternativatdrds promissora e viavel para a
industria. O produto natural tem um elevado vatbonrercado, cerca de 10 a 100 vezes
maior que 0s seus similares sintéticos. Por exenapl@nilina sintética custa cerca de
15 U$/Kg, enquanto a mesma substancia obtida poegonaturais custa entre 1200 a
4000 U$/Kg (SERRAet al, 2005). Além disso, processos biotecnolégicogyeral sdo
menos agressivos ao meio ambiente que seus sisndameticos (CARVALHO, 1999;
ROSILLO et al, 1999).

As legislacdes norte-americana e européia definentompostos de aromas
naturais como os obtidos por processos fisicosagid de suas fontes naturais) ou por
processos enzimaticos e microbianos que envolvecupsores isolados da natureza, e
0 composto obtido deve ser idéntico ao ja existeat@atureza para que a substancia
seja legalmente rotulada como “natural” (SER&A.,2005).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sangd&dANVISA) define como
aromas naturais as substancias obtidas exclusitameerdiante métodos fisicos,
microbiolégicos ou enzimaticos, a partir de magpamas aromatizantes naturais.

Entende-se por matérias-primas aromatizantes mgtws produtos de origem animal



ou vegetal aceitdveis para o consumo humano, querdam substancias odoriferas
e/ou sapidas, em estado natural ou apoés tratarmadetpuado como torrefagcéo, coccéao,
fermentacdo, enriquecimento, tratamento enzimaticoutros. Compreendem os 6leos
essenciais, extratos, balsamos, oleoresinas e onteogsinas e substancias
aromatizantes naturais isoladas (ANVISA, 2007).

A vantagem de se produzir aroma por via biotecncédg que ele € considerado
natural, e com o mercado consumidor cada vez majsrge e preocupado com a saude
0 uso de aditivos naturais nos alimentos € uma dode agregar valor ao produto
(MEDEIROS et al.2000). Além disso, processos fermentativos afetanas: o0 meio
ambiente. Esta caracteristica é de extrema impoatamos dias atuais, devido as

maiores preocupacdes, a nivel mundial, com a m&s&o do meio ambiente.

3.2 Compostos de aroma

De maneira geral, os compostos de aroma produpidosnicrorganismos sao
metabolitos secundarios, isto €, ndo sdo essengara 0 seu metabolismo
(JIANG, 1995), além de geralmente serem geradogj@@éo microrganismo tenha
completado toda sua fase de crescimento logaritenieaha iniciado a fase estacionéaria
do ciclo de crescimento (TORTORAt al., 2005). Esses compostos apresentam
diferentes funcdes quimicas e grupos reativos, cparoexemplo: alcodis, aldeidos,
acidos carboxilicos, cetonas, ésteres, lactonazipas, terpenos, compostos sulfurados
e outros. A Tabela 1 apresenta algumas classessdesmpostos e seus respectivos

aromas.



Tabela 1-Classe e estrutura de alguns compostos aromaétieess respectivos aromas.

Aroma
Classe Composto Estrutura o
Caracteristico
Alcoois 3-octanol NN Cogumelo
OH
o Fruta ndo
Aldeidos hexanal L )
PN Y amadurecida
0] N
Cetonas Zeptanona JL ) Quccalgoel::ge
7 “‘m./’/ \\\/’A\\
H
Aci acido2- o, N\
AC|d9§ (S}(+) aC'd9.2 ~ T NS Fruta, doce
carboxilicos metilbutandico
O
O
Esteres Acetato de etila )L Eter, conhaque
T
-~ 0 e
—\ Creme de
Lactonas - lacton : L e nozes,
y-decalactona g Ao 10z€es
péssego
N,
N
Pirazinas 2-acetilpirazina j Pipoca
\\O/ »N'.&’
Compostos / ‘;\\1}\ .
sulfurados  2-furfurilmetanotiol L~ -SH Cafe

Fonte: KUBOTA (2007).

Dentre os compostos aromaticos, os terpenos podenergendidos como

metabolitos secundarios de plantas, que junto cerseas derivados, os terpendides,

formam a mais diversa classe de substancias neemataplicados em inddstrias como

compostos de aroma e de fragrancias. Sao os miacionstituintes dos 0leos

essenciais e sdao amplamente utilizados na indudiiasabor. Eles podem ser



incorporados na formulacdo de alimentos, cosmétitigiene e produtos domesticos,
atuando ndo apenas como aromatizantes, mas tamir@m agentes antibacterianos
(BAKKALI et al.2007). Grande parte dos terpenos obtidos em cslimiarobianas
sdo produzido por fungos, senddspergillus nigeruma das espécies mais estudadas
na biotransformacéo monoterpeno.

Segundo Torreat al. (2003), os ésteres possui uma crucial importanam
sensacOes agradaveis de aroma, sendo consideramopostos extremamente
importante na qualidade sensorial de indmeros posdOs ésteres de acetato, tais
como acetato de etila, acetato de hexila, ace@tsabhmila e 2-feniletil acetato séo
reconhecidos como compostos importantes no sabando e outros derivados de uva
utilizados em bebidas alcodlicas (LONGO e SANROMARR06). O 2-fenetil acetato
pode ser encontrado também na maca, abacaxi, h&aotn aroma doce, rosas e mel,
assim como a maioria dos ésteres € aplicado coprieafjavorizante e odorificante em
perfumarias.

Os A&lcoois primarios e secundarios sdo compostosardma de grande
importancia em alimentos. Um dos alcoois mais esless relacionados com aroma é o
2-feniletanol, que possui um cheiro semelhantesasioDiferentes cepas de leveduras
tem sido estudada para a producdo desse alcoaln@eganzantti (2004) o contetdo
de alcoois superiores formados durante a fermemtesy@@a de acordo com as condi¢des
da fermentacao, pela composi¢cao do meio (concéwmtrde acucar, pH, concentracdo e
tipo de fonte de nitrogénio), pela temperatura,opgtau de aeracdo durante a

fermentacao eespecialmente a linhagem da levedura.

3.32-Feniletanol

O 2-feniletanol (2-FE) € um alcool superior arow@tiNa Tabela 2 estédo
representadas as principais caracteristicas fisicagmicas do 2-FE. Devido ao aroma
de rosa, ele é usado como ingrediente de perfuneaniauma ampla variedade de
produtos cosméticos e alimentos, tais como refiiges, biscoitos, chicletes, pudim,
entre outros (SENDOVSKdt al.,2010).

Segundo Maarset al (2000) estima-se que cerca de 700 Kg de FE @inudse
anualmente como um componente de alimentos. Alésodié considerado como o

segundo alcool mais usado em perfumaria e em coawR&ESTCHMANN et al.,
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2004). E é considerado como um aditivo alimentatAGRGenerally Regarded As
Safg. Dessa maneira, este composto possui um congalendteresse industrial,
principalmente para certas composi¢coes de aromaateéria-prima, tais como férmulas
com frutas, doces, sorvetes, pudins e goma de m@$dAaNG et al, 2000).

Segundo Hua e Xu (2011) a producdo mundial de iBfanol em 2010 foi
estimada em aproximadamente 10.000 toneladas,@ianabtido por sintese quimica,
cuja desvantagem € o custo elevado para a puéficdesse composto e a geracao de
residuos nocivos a saude e ao meio ambiente. Atr@&érocessos quimicos, o 2-FE
pode ser obtido pela reacdo de Friedel-Craft, us@xitlo de etileno com benzeno na
presenca de quantidades molares de cloreto deratuoti pela reducéo por éxido de
estireno utilizando niquel como catalizador e pegsequantidades de hidroxido de
sbdio, a baixas temperaturas ou ainda como um cdbjar da producédo de 6xido de
propileno (ETSCHMANNEet al, 2002).

O aroma de rosas natural pode ser obtido tambénfoptas naturais. O 2-FE
também pode ser obtido por fontes naturais, prahtipnte de Oleos essenciais
extraidos de certas flores (por exemplo, rosa)eanto, a concentracado de 2-FE em
flores é muito baixa, e o processo de extracaomplicado e dispendioso. A colheita
das flores é também influenciada pelas condi¢Oesattas (ETSCHMANNet al.,
2002; SCHRADERet al.,2004).



Tabela 2-Propriedades fisicas e quimicas do 2-feniletanol

Propriedades Descricao

alcool feniletilico, alcool 2-feniletilico,

alcoolp-feniletilico, benzil carbinolp-

Sindnimos
hidroxi-etil-benzeno.

Formula Centesimal CgH100

OH
Formula espacial [
Coloracao Liquido incolor
Peso molecular 122g/mol
Ponto de ebulicdo (101,3 Kpa) 219,8°C
Ponto de fuséo -27°C
Densidade & 20°C 1,0202 g/cm
Indice de refracdo a 20°C 1,5325

19g/L em agua a 20°C, soluveis em
Solubilidade alcoois, ésteres, aldeidos, benzil benzoato,

oleo mineral, solventes clorados

Fonte: ETSCHMANEet al (2002)

No caso de compostos de aroma naturais presentbaigas concentracoes nas
suas fontes naturais, uma boa alternativa para esdeacdo Sa0 0S Processos
biotecnoldgicos (SCHRADER al., 2004). Uma abordagem promissora € através da
fermentacao por leveduras utilizando glicose coamtef de carbono (bioprodugéo) ou
pela adicdo de L-fenilalanina, seu percursor nhfilmaconversao) (WITTMANNet
al.,2002). Através da bioconversédo a producdo do 2deiatace pela via de Ehrlich
(Figura 1) onde o fenilpiruvato é descarboxiladdenilacetaldeido, e finalmente,

reduzido para 2-feniletanol (ETSCHMANG®L al., 2004). J& por bioproducdo, muitas
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leveduras sintetizam o 2-feniletanol a partir da do shiquimato ou via do cinamato.
Por essa via a eritrose-4-fosfato (ciclo das pesdose fosfoenolpiruvato (via
glicolitica), sdo condensados formando o shiquimnatqual sofre um série de reacdes
catalizadas por enzimas formando o corismato, onmoesconvertido a prefenato. Este
sofre uma desidratacdo dando origem ao fenilpiocuvatpartir do fenilpiruvato, pode
haver uma transmissdo com o glutamato, que atua awador do grupo amino,
formando-se L-fenilalanina, ou entdo o fenilpiravatdegue a via de Ehrlich e é
descarboxilado e reduzido até 2-FE (SERRI.,2003; ETSCHMANNet al.,2002).

COOH (1300 {E OH
MNH; Transaminase l’ "0 Descarboxilase [ " "H  Desidrogenase [
P o o \-‘ L e ~a
L |]2-Cetog|utarat0 L-Glutamato [ _ || co, |] NADH + H' NAD'
L-Fenilalanina Fenilpiruvato Fenilacetaldeido 2-feniletanol

Figura 1- Via de Ehrlich para a producéo de 2-FE
Fonte: ETSCHMANN et al (2002)

Dentre as leveduras,kduyveromyces marxianua Saccharomyces cerevisiae
a Kluyveromyces lactigém demonstrado resultados promissores na procieg@eFE
(OLIVEIRA, 2010; ETSCHMANNeEet al., 2003; FABREet al, 1998; STARKet al.,
2002; GARAVAGLIA et al.,2007; HUAet al.,2010; GAO e DAUGULIS, 2009)

3.42-Fenetil acetato

O 2-fenetil acetato (2-FEA) é um éster aromaticodgmdo ser encontrado
naturalmente na maca, abacaxi, uva, cha com aroee® dsas e mel. Assim como a
maioria dos ésteres é aplicado como agente flauaeze odorificante em perfumarias,
sendo também considerado como um aditivo alimegbRAS Generally Regarded As
Saf9.

Na Tabela 3 estdo representadas as principaisteasticas fisicas e quimicas
do 2-FEA. Apesar das grandes qualidades desse stonde aroma, sdo poucos 0S

relatos na literatura a respeito de suas aplicagdpsopriedades, principalmente no
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tocante a produgdo exclusiva desse composto por vibiotecnologica. Os
microrganismosHansenula anoma (ALBERTAZZI et al, 19¢4), Kluyveromyces
marxianus (ADLER et al, 2011), culturas mista délanseniaspor osmophila,
Hanseniaspora vineaeu Saccharomyces cerevisi@¢IANA et al. 2009; VIANA et
al., 2011)tém demonstrado eficiéncia para a producdo destpasto

Tabela 3-Propriedades fisicas e quimicas +fenetil acetato

Propriedades Descrigac

fenetilacetatoacetato de feneti, acetato
Sindnimos de 2-fenetila, 2-feniktilacetato, acetato
B-fenil-etil, benzilcarbinilacetat

Férmula Centesimal C10H1202
O = |
Formula espacial )LO AN

Coloracéao Liquido incolo
Peso molecular 164,2/mol
Ponto de ebulicdo (101,3 Kp: 238,5C
Ponto de fuséo -31°C
Densidade & 20°C 1,03/cn?®
Indice de refracdo a 20°( 1,49¢

- Insolivel em agua, soluvel em etanol, «
Solubilidade L
e outros solventes organi

Fonte:http://www.wolframalpha.com/entities/chemica-phenylethyl acetate/12/oul/i
3.5 Producéo de eomas através deprocessos fermentativos
A producdo decompostos de aroma por processos biotecnoldgicds pel

realizada por fermentacdo subm: (FS)ou por fermentacdo em estado s¢ (FES).

Na FS empregaim meio fermentativo liquido com nutrientes sol§; J4 a FES,
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fundamenta-se na utilizacdo de substratos solidoshmixas porcentagens de dgua em

sua composicao.

A literatura tem relatado ao longo dos anos algwalkalhos relacionados a

producao de aromas por processos fermentativosrtoafapresentado na Tabela 4.

Tabela 4-Producéo de aromas por processos fermentativos

Compostos de aroma Fermentacéo Meio Microrganismo  é€eréncia
Alcool isoamilico, 2-
fenlletgnol, aCIdO. _ JIANG,
isobutirico, 2-feniletil S Kluyveromyces
- Submersa Sintético : 1995
acetato 2-feniletil lactis
isobutirato e 3-hidroxi-2-
butanona, Isobutanol
. . o FABRE et
Alcool isoamilico, 2- S Kluyveromyces
) o - Submersa Sintético . al., 1995
feniletanol, acido isobutirico marxianus
. . SARHY-
Pentil-a-pirona Estado solido e Sintético Trlchqderma BAGNON
submersa harzianum
et al.,2000
2-feniletanol e 2-fenetil Submersa Sintético Pichia fermentans 1 UANG €t
acetato. al., 2000
Acetaldeido, etanol, acetato Polpa citrica
de etila, acetato de isoamila, suplementada ] ROSSlet
] . ] Ceratocystis L 2009
acetato de propila, Estado sélido  farelo de soja e S al.,
] ) . fimbriata.
isobutirato de etila 2- melaco de cana de
hoxanone, 2- hexanol. acucar
Hanseniaspora os
) ) mophilae VIANA et
2-fenetil acetato Submersa Vinho
Saccharomyces  al., 2009
cerevisiae
Etanol, acetato de isoamila, Saccharomyces
alcool isoamilico, octanoato cerevisiaee Satur | EE et al.,
) ) Submersa Caldo de maméao
de etila, 2-fenetil acetato, 2- nus 2010
feniletanol Williopsis
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3.6 Utilizacdo de Residuos Agroindustriais para arBducdo de Aromas

Recentemente, o aproveitamento de residuos agstirads tem sido muito
incentivado, j& que podem contribuir para a redwgEpoluicdo ambiental, bem como
permitir a valorizagdo econdmica desses residumsrido-o um subproduto e deste
modo agregando valor ao processo de agroindusagao.

Uma das alternativas de valorizacdo de residuos serutilizacdo como
substrato para crescimento microbiano, pois a maatEganica que o constitui é
utilizada como fonte de energia para o crescimertarbono para sintese da biomassa
celular e outros produtos do metabolismo microhiano

Neste contexto os residuos provenientes do prauoesda de polpas de frutas
merece destaque tendo em vista que a regido Nerdestlestaca por produzir uma
grande variedade de frutos tropicais, nativos dies) com boas perspectivas para
exploracdo econdmica, em decorréncia de suas émwdfgvoraveis, 0s quais possuem
sementes e cascas que sdo, muitas vezes, dessag@@@mdo um incremento na
producao de residuos agroindustriais. Segundo @bstia(2007) as industrias sofrem
um desperdicio ao redor de 30 a 40% da producda aesa.

No estado de Sergipe, dentre as frutas produzidagm grande destaque para a
acerola, a mangaba e a graviola, sendo estas teasiidizadas para a producédo de
polpas e sucos industrializados. Aquiebal. (2010) reportaram para o residuo do
processamento da polpa de acerola 8,60% para ummi8&B% para cinzas, 0,52%ra
lipideos, 8,88% para proteina bruta e 24,33% pareaa redutoresAraujo et al (2010)
encontraram para a farinha proveniente do residu@rdcessamento de polpa de
mangaba 4,3% de umidade, 2,13% de cinzas, 23,58pideos e 15% de proteinas.
Souseaet al. (2011) obtiveram para o residuo de graviola 83,tl&%amidade, 0,48% de
cinzas, 1,09% de proteinas, 2,28% de lipideos¥9%2de carboidratos totais.

Na literatura consultada ainda ndo existem relatdse o aproveitamento dos
residuos dessas frutas para producdo de compost@socha atraves de processos
fermentativos. Os estudos, em geral, séo relacamadbtencéo de aromas a partir de
polpas, sucos ou da fruita natura como por exemplo, Pino e Marbot (2001) os quais
estudaram os compostos volateis da acerola e eaamt acido hexadecandico,

furfural, 3-metil-3-butenol e limoneno. Nogueira Sampaio (2006) estudaram os
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componentes volateis da mangaba do estado de Sezgigetectaram 1-octen-3-ol,
oxido de g)-linalol, 6xido de E)-linalol, linalol, 2-feniletanol, geraniol, hexathnal e
octadecanol nos frutos verdes, propanoate etitiguppil acetato, 3-metil-3-buteno-1-
ol, acetato de 2-metil propil, furfural,Zf3-hexenol, 1-hexanol,Z}-3-hexen-1-il
acetato, acetato de n-hexila, 6xido d®-linalol 6xido de E)-linalol linalol, 2-
feniletanol ea-terpineol nos frutos em estagio médio de maturagd®-hidroxi-2-
butanona, 3-metil-1-butanol, furfural, acetato eéme&il-1-butanol e acetato de 3-metil-
3-buteno-1-il nos frutos maduros. Cheomg al (2010) estudaram o aroma dos
compostos liberados a partir da graviola. Um ta&l35 compostos volateis foram
detectados, compreendendo 19 ésteres, 6 alcod&p@nos, 2 acidos, 2 compostos
aromaticos, 2 cetonas e 1 aldeido. Rehal (2002) detectaram na graviola acetato de
3-metil-2-butenila (16,7%), octanoato de metila,§¥%b), 3-metil-3-buten-1-ol (9,6%) e
hexanoato de metila (7,5%).

Por outro lado, outros tipos de residuos agroim@distém sido utilizados para a
producao de aromas. Christeinal. (1997) relataram que o fun@eratocystis fimbriata
foi capaz de produzir aroma frutal a partir da femtacdo de bagaco de cana
suplementado com meio sintético contendo glicospiando o meio foi suplementado
com leucina ou valina, um forte aroma de banana efddenciada. Resultados
semelhantes foram obtidos quando outros residuasndgstriais (farelo de trigo e
bagaco de mandioca) foram utilizados.

Bramorskiet al. (1998)estudaram a versatilidade @eratocystis fimbriatale
produzir aromas naturais a partir da fermentacdonmagos contendo diferentes
proporcdes de bagaco de mandioca, bagaco de nmagéardo e soja. Todos 0s meios
contendo bagaco de mandioca, bagaco de macd e esojasua COMpPOSICAO
proporcionaram um forte aroma frutal, enquanto, eionde amaranto produziu um
agradavel aroma de abacaxi. A producdo de aromaedpendente do crescimento
microbiano, visto que a maxima intensidade do arfandetectada poucas horas antes
ou depois da atividade respiratéria maxima. Foratealados dezesseis compostos
volateis pela cromatografia gasosa, sendo identificadosothd te 15 compostos: 1
acido, 6 alcoois, 1 aldeido, 2 cetonas e 5 ésteres.

Soareset al. (2000) reportaram a producdo de aroma frutal @eratocystis

fimbriata utilizando casca de café e glicose (has concdigsa20, 35 e 46%Meios
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contendo 20 e 30% de glicose desenvolveram um &ootma de abacaxi, resultando na
producao de 6,58 e 5,34 umol/L por grama do totalalateis, respectivamente. No

meio com 46% de glicose foi detectado um fraco attobanana com baixa producao
de volateis. A adicao de leucina ao meio propomiocaumento na producédo de acetato
de etila e acetato de isoamila sendo detectadomrumdheiro de banana.

Medeiros et al. (2000) estudaram a fermentacdo de cinco residuos
agroindustriais (bagaco de maca, bagaco de mandiagaco de cana de acucar, farelo
de sementes de girassol e de palmas) visando agétmdle compostos de aroma pela
leveduraKluyveromyces marxianygor fermentacdo em estado solido. O bagaco de
mandioca e o farelo de palma foram os que produzasomas mais fortes, sendo os
principais compostos obtidos acetato de etila, aktan acetaldeido. Os ésteres
produzidos foram responsaveis pelo aroma frutaheinos os casos.

Plataet al (2003) estudaram a producao de acetato de eaitatato de isoamila
por sete leveduras e as compararam em termos deapagidade de produzir dois
ésteres em meio sintéticKloeckera apiculataapresentou maior capacidade para a
formacdo de acetato. As levedurdsansenula subpelliculosaKluyveromyces
marxianus Torulaspora delbrueckiie Saccharomyces cerevisiggoduziram niveis
intermediarios @ichia membranaefacierssCandida guilliermondiiproduziram niveis
baixos dos dois ésteres medidos neste estudo.

Damascencet al. (2003) avaliaram a producdo de compostos volgiers
Geotrichum fragransusando manipueira como substrato. Os compostoétei®l
produzidos ap0s 72 horas de fermentacao foramifidadbs como: 1-butanol, 3-metil-
1-butanol (alcool isoamilico), 2-metil-1-butanol3Ibutanodiol, fenil etanol, acetato de
etila, propionato, 2-metil-etil propionato e 2-nhgtiopandico. A suplementacdo do
substrato com acucgar e nitrogénio nao apresengito sbbre os perfis qualitativos dos
compostos volateis produzidos.

Pereira (2006) estudou a producdo de metabdlitoster® frutais por
Kluyveromyces marxianusn fermentacdo submersa em meio a base de melagjade
Foram identificados entre os compostos volateisal®ois: 2-octanol e etanol,
acetaldeido e os ésteres: acetato de etila, pripiate isobutila, propionato de etila,
acetato de isobulila, acetato de isoamila, acelatbutila, butirato de etila e isobutirato

de etila. A producéo do acetato de isoamila ati@ge8umol/L/mL
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Ramoset al. (2008) produziram o composto aromético 6-penfirona através

da fermentacdo em estado sélido de po6 de cascaocde werde utilizando o
microrganismal richoderma harzianum.

3.7 A leveduraKluyveromyces marxianus

Dentre os microrganismos, as leveduras sédo asutibzsdas na producédo de
aromas devido a ampla quantidade de informacoenwdada pela pesquisa de cepas
para producédo de vinhos e pela identificagdo denasogerados por essas cepas nos
produtos fermentadosParticularmente a levedut@luyveromyces marxianugm se
destacado na producao de diversos compostos dasrtais como acetato de isoamila,
2-feniletanol (FABRE et al., 1995; WITTMANIt al, 2002) O géner&luyveromyces
possui um grande interesse industrial, devido aonsetabolismo, suas caracteristicas
de crescimento, e por ser reconhecida pelo GR2&hérally Regarded As SaféNa

Tabela 5 esta apresentada a sua classificacadmmxcm

Tabela 5 -Classificacdo taxonémica da levedframarxianus

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Subfilo Saccharomycotina
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Kluyveromyces
Espécie K. marxianus

Fonte: http://zipcodezoo.com/Fungi/K/Kluyveromycemrxianus_var._lactis/

A Kluyveromyces marxian&sum microrganismo unicelular, nucleado, que nao
possui motilidade, pode se reproduzir sexuadam@uejugacao) ou assexualmente
(fissdo) apresenta uma forma ovdide e, tem a cdgadeide utilizar a lactose como
fonte de carbono e energia, cresce em uma ampkadai temperatura (30 a 45°C), tem
pH 6timo de 5,0 e néo é patogénica (ROUWENHORSB71BELEMet al.,1998).

Esta levedura tem sido isolada de ambientes disesaue resulta em alta

diversidade metabdlica e substancial grau de polismoo intra-especifico. Como
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consequéncia disto, diferentes aplicacdes biotégigals tém sido relatadasm esse
microrganismo, como: a producdo de etanol, proteé@halar, enzimas, em aplicacbes
ambientais, producdo de compostos de aroma (ODAKANIURA, 2009; SCHULTZ

et al, 2005; PINHEIRCet al, 2003; HANGet al, 2003; MEDEIROSt al.,2000).

3.8 Andlise dos compostos de aroma

O conhecimento dos compostos importantes que baetm para o sabor
caracteristico do produto permite o desenvolvimel@aovas formulagbes de aroma,
bem como para monitorar a qualidade do produtoicBerente quatro etapas estao
envolvidas na analise de aromas: isolamento dogpasios volateis; separacdo dos
compostos volateis por cromatografia; identificapéaoanalise sensorialidentificacdo
e quantificacdo de compostos volateis por cromaf@gigasosa e espectrometria de
massa (SHIREY, 1994).

Atualmente, diferentes técnicas vém sendo emprsgpadia o0 isolamento dos
compostos volateis de aroma, tais como: técnicasiedelspace extracdo liquido-
liguido, microextracdo em fase solida (SPME), eatrigas.

A técnica de microextracdo em fase sélida (SPM#na técnica de extracdo e
concentracdo dos compostos volateis de amostras wiéizacdo de solventes,
minimizando a geracao de residuos e a exposicgmoinal, constituindo uma técnica
simples, rapida e de facil aplicagdo (KOMATSU e VVAZD04). Desenvolvida por
Arthur e Pawliszyn (1990) € empregada uma fibrasitlea fundida de comprimento
entre 1 a 2 cm, recoberta com uma fase liquiddasidifase estacionaria de uma coluna
capilar. A fibra recoberta € imersa diretamente aragstras aquosas, posteriormente
inserida no injetor do cromatégrafo gasoso ondecarmpostos sao liberados por
dessorcédo térmica. Apesar das inUmeras vantagensa éécnica muito dependente das
condicbes do experimento e da amostra,que € refletido na sensibilidade e
reprodutibilidade do método analitico (YANG e PERREA 1994).

Na literatura, raras sdo as informacgfes e estudesitjiza a técnica de SPME
para isolamento de compostos de aromas produzatoemnentacao. Valduga (2005)
avaliou as melhores condi¢cbes de extracdo de gamwaadtona por SPME através de

uma fibra PDMS. As condi¢Ges que resultaram a méddsorcdo do analito na fibra
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extratora foram: temperatura de 60°C, tempo deag&tr de 30 minutos, sem agitacao,
volume da amostra de 3,5 mL e solucéo salina desktDrada (1:10, v/v).

Ramoset al. (2008) estudaram as melhores condi¢ces da tédai&GPME para
a quantificacdo por cromatografia gasosa de 6d{peirona produzida pelo fungo
Trichoderma harzianuma partir do pé da casca de coco verde. As melheggmstas
foram obtidas com a temperatura de 79 °C e temmxtl@acdo de 29 min.

A mistura complexa de compostos volateis, alcangaidavés da etapa de
isolamento, requer para a sua separacdo a apliceametodologias ou técnicas
bastante seletivas, sensiveis e eficientes. Assimdos a separacdo dos compostos de
aroma tem sido feita, recentemente, através deatogmrafia gasosa de alta eficiéncia,
com o0 uso de coluna capilar. A unido do cromatagrghsoso (CG) com o
espectrometro de massa (EM) representa uma fertanedicaz na separacdo e na
identificacdo de compostos provenientes dessasinasstomplexas, sendo que estas
técnicas sdo muito convenientes e Uteis em arddiseomas (VIEIRA, 2006).

Para a identificacdo desses compostos, 0s espeobitidos através do
espectrdmetro de massa, sdo comparados com odresp@e compostos puros de
bibliotecas disponiveis comercialmente, como é eocda National Institute of
Standards and TechnologWNIST) ou ainda pela injecdo de padrdo puro, semdo
identificacdo mais confiavel, pois 0s espectrosg&ados em um mesmo instrumento
(ACREE e TERANISHI, 1993).

19



4. MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os principais materiaietodologia utilizada
neste trabalho para a producdo de compostos deaarbem como o0s métodos
analiticos empregados no processo fermentativadentificacdo dos compostos.

Todo o trabalho foi desenvolvido no Laboratorio B&vor e Analises
Cromatograficas (LAF) do Programa de Pdés-GraduagaAdCiéncia e Tecnologia de
Alimentos (PROCTA) e no Laboratério de Microbiolagile Alimentos (LMA) do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) daversidade Federal de Sergipe,
na cidade de S&o Cristovao-SE.

4.1 Materiais

Os materiais empregados sao especificados a seguir:

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a levedundluyveromyces marxianuglOC
4404), adquiridalaMicoteca da Universidade Federal de Pernambuco E)FP

Trimestralmente a cepa d€uyveromyces marxianusra repicada em meio
Sabourance incubada em estufa bacterioldgica a temperaterd0dC por 24 horas.
Apés o crescimento, era adicionado glicerol est&ol meio, procedendo-se o0 seu

fracionamento em microtubos estéreis para armazamtanem ultra freezer a -80 °C.

4.1.2 Residuos

Os residuos agroindustriais de acerola, mangalggaweola foram fornecidos
pela industria de polpa do estado de Sergipe POM@#dR|izada na cidade de Aracaju-
SE.

Na primeira parte do estudo, os residuos das fat&sola, graviola e mangaba)
foram secadosm secador de bandeja com circulacéo de ar a tatapeide 40°C por
24 horas. A seguir, os residuos foram trituradodiguidificador industrial, peneirados,
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esterilizados a 121°C por 15 min e armazenadoseeipientes de vidro herméticos, a
temperatura ambiente.
Para a segunda etapa foi utilizado o residunatura degraviola, o qual foi

triturado em liquidificador industrial e esterild@ma 121°C por 15 min.

4.2 Metodologia Experimental

Os procedimentos experimentais para a producacoteasa serao apresentados
nesta secao.

4.2.1. Experimentos Fermentativos

Inicialmente preparou-se o inéculo, transferindavés alcadas de células da
cultura estoque para frascos Erlenmeyers de 50@antendo 200 mL de meio liquido
sabouraud previamente autoclavado a 121 °C por ibbites. Os frascos foram
incubados enshakercom agitacdo de 150 rpm em temperatura control&{a°& pelo
periodo de 48 horas.

O numero de células de leveduras presentes nolinfmudeterminado atraves
camara de Neubauer, ajustando-se os valores aélghtélulas/mL.

Para os experimentos fermentativos utilizou-secbssambar de 250 mL
contendo 50 mL de meio de cultivo em pH 5,0 comegumte composi¢do: 5g da
farinha do residuo (acerola, graviola ou mangabap de glicose e 0,025g de extrato
de levedura e 10% do volume de in6culo contendaamracdo de £océlulas de
levedura/mL. Os frascos foram colocados sob agitagé “shaker” a 75 rpm e a
temperatura de 30°C durante 5 dias. A cada 24 ferdentacao retirou-se um frasco

para a realizacdo da analise sensorial e deter&urdgs compostos de aroma.

4.2.2 Selecao do residuo potencial produtor de ar@s

A primeira etapa do trabalho foi avaliar a produd@caromas por fermentacéo
submersa empregando os residuos de acerola, grawoangaba. A selecédo do residuo
com potencialidade para a produgédo de aromasdbizaela através da andlise sensorial
dos fermentados obtidos.
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4.2.2.1. Andlise sensorial dos fermentados

Os fermentados dos residuos foram analisados sansemte quanto a producéo
de aromas a cada 24 h durante 5 dias de fermentégaatilizado um painel de 12
provadores selecionados e treinados. Solicitouese @movadores a descricdo dos
aromas e das intensidades percebidas em uma fiisoreal (anexo 1) apropriada
contendo uma escala de intensidade de aroma. Aaeteada avaliacéo, era feita uma

comparacao com um frasco controle néo inoculado.

4.2.3 Delineamento Experimental para determinacdoas condicdes

A partir dos experimentos realizados no item 412a2residuo que proporcionou
a maior produgcao de compostos de aroma foi seledempara a realizacdo dos estudos
de otimizacdo do processo para a obtencdo dos stospa- feniletanol e 2-fenetil
acetato.

Inicialmente realizou-se um delineamento experiadgrdra avaliar a influéncia
dos parametros glicose, extrato de levedura, piHagp, quantidade de residuo e
quantidade de leveduras/mL no processo de prodigsioompostos.

Foram realizados experimentos fermentativos enmcdsasambar de 250 mL
contendo 50 mL de meio de cultivo e 10% de volum&dculo, a temperatura de 30°C
durante 5 dias de acordo com a matriz descritaabeld 6 e 7. As concentracoes de
glicose e extrato de levedura no meio, pH, agitagéantidade de residuo e quantidade
de leveduras/mL no inéculo foram variadas de acooin a Tabela 6. Na Tabela 7 &
representado o delineamento experimental com taslasriaveis codificadas. A cada
24 h retirou-se um frasco de fermentado para ardetacdo dos compostos de aroma
através de andlise cromatografica e espectrongrimassa conforme sera descrito no
item 4.3.3. A variavel resposta do planejamento dointensidade em area, dos

compostos 2-feniletanol e 2-fenetil acetato.
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Tabelas 6 Variaveis reais e codificadas do delineamenteergental.

Variaveis Caodigos Niveis
-1 0 1

Glicose (g/L) 10 20
Extrato de Levedura (g/L) 0,5 1
pH 35 5,0 6,5
Agitacéo (rpm) 0 75 150
Residuo (g/L) 50 100 150
Inéeulo 10° 10° 10'°

Tabelas 7 -Experimentos utilizados no delineamento experimguaea otimizacdo dos

compostos de aroma 2-feniletanol e o 2-fenetilaoet

Ensaios Glicose Ext. Lev. pH Agitacdo  Residuo Indculo
(x1) (x2) (X3) (Xa) (Xs) (Xe)

1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1
9
10
11

4.2.4 Delineamento composto central rotacional (DCR)

Para avaliar a influéncia dos parametros: concgirade glicose x{),

concentracdo de extrato de levedued € agitacdoxg) no processo, foram realizados

experimentos fermentativos de acordo com o plarejémnfatorial completo®*com 6
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pontos axiais e 3 pontos centrais (RODRIGUES e IEMRDO05), tendo como variavel
resposta a intensidade dos picos correspondepteslacdo dos compostos de aroma 2-
feniletanol e 2-fenetil acetato. Os valores reaiscalificados das variaveis
independentes encontram-se na Tabela 8 e na Talest#o estdo representadas todas
as variaveis codificadas do planejamento.

As fermentacdes foram realizadas em frascos angab@ mL contendo 50 mL
de meio de cultivo, 10% de volume de inéculo cottend leveduras/mL, 100g/L de
residuo, pH em torno de 5,0 e temperatura de 3A°Cinética de producédo dos
compostos de aroma 2-feniletanol e 2-fenetil aodt@stacompanhada em cada ensaio
através da retirada de um frasco de fermentadoda 24 h de fermentagcdo. Os
compostos de aroma foram isolados e analisados cpmmatografia gasosa e
espectrometria de massa conforme sera descritemaodi3.3.

Na condicdo onde obteve-se maior producdo dos cstogpade aroma 2-
feniletanol e 2-fenetil acetato foi determinadara&tica de consumo de glicose através
da determinacao de acucares redutores (conforteencii3.1.4).

Os resultados obtidos através do planejamentoidatmram analisados pelo
programa STATISTIC 8.0.

Tabela 8 —Valores reais e independentes utilizados paraizagéo da producédo dos

compostos de aroma 2-feniletanol e o 2-fenetiladoet

Variaveis Cddigos Niveis

-1,68 -1 0 1 +1,68
Glicose (g/L) k1) 10 18 30 42 50
Extrato de Levedura (g/L) x4) 0 2 5 8 10
Agitagéo (rpm) X3) 75 90 112 135 150
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Tabela 9 Planejamento fatorial completo para a producacaiepostos de aroma 2-

feniletanol e o 2-fenetil acetato.

Ensaios Glicosexy) Extrato de levedura ) Agitacao (xs)
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -,168
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

4.3 Métodos Analiticos

Os métodos de analises serdo descritos de fornraasneste item.

4.3.1 Caracterizacgao fisico-quimica dos residuos

As andlises fisico-quimicas descritas nos tépiegsiates foram realizadas para

a farinha dos residuos de graviola, acerola e nengamo também para o residoo

naturade graviola. Todas as analises foram realizadasigicata.
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4.3.1.1 pH

O pH foi medido em potencidmetro da marca Tecnppoodelo MPA-210,
calibrando-se o potenciometro com as solucdes tarfgid 4,0 e 7,0) a 20°C, segundo
0 método 017-1V do Instituto Adolf Lutz (2008). Adlise consistiu em homogeneizar
5g da amostra com o auxilio de 50 mL de agua atngleta dissolucao, e realizar a

leitura do pH, apés a estabilizac&o do valor.

4.3.1.2 Sélidos Soluveis Totais

Os soélidos soluveis totais (SST) foram determingstrsmeio do refratdmetro
de bancada da marca Abbé, com correcédo de temgepaiumeio de tabela do método
010-IV do Instituto Adolf Lutz (2008). Transferig@sde 3 a 4 gotas da amostra
homogeneizada para o prisma do refratbmetro ezoeaBe a leitura. Os SST foram

expressos em °Brix.

4.3.1.3 Acidez total titulavel

A acidez total foi determinada por titulometridkaindo 10 g da amostra diluida
em 100 ml de agua, acrescida de 3 gotas do indidadolftaleina a 1% com solucéo
padronizada de NaOH 0,1 N. Os resultados foramesgps em % de acido citrico,
segundo o método 017-1V do Instituto Adolf Lutz Q30.

4.3.1.4 Acucares Redutores

As concentragbes de agucares redutores foram deéetas pelo método do
acido 3,5-dinitrosalicilico, usualmente conhecidmmo método do DNS descrito por
Miller (1959), com algumas adaptacOes. Este mébadeia-se no fato de, na presenca
de acucares redutores, o acido 3,5-dinitrossalicider reduzido a acido 3-amino-5-
nitrossalicilico, com formagdo de um complexo aasado que pode ser doseado

colorimetricamente a 540 nm.
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Para esta determinacao, cinco mililitros de amsstila fermentado separado
por centrifugacao a 10000 rpm por 10 minutos, fonamsferidos para tubos de ensaios
e adicionados 5 mL de,BO, 1,5 N. A solucéo foi mantida em banho fervente Zir
minutos, resfriado e, posteriormente neutralizadism dNaOH 10%. Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas e filtradas paraaldo,bcompletando o volume com
agua destilada até 50 mL.

Apos completar o baldo, uma aliquota de 500 Lrémidferido para um tubos de
ensaio contendo 500uL de reagente de DNS. Os ttdrendo as amostras foram
mantidos em &gua fervente por cindo minutos eiaglefs. Apds a adicdo de 5 mL de
agua destilada a absorbancia foi obtida a 540 nnespactrofotdmetro. O branco foi
realizado da mesma forma, apenas substituindo atearmor agua destilada.

Para converter os valores obtidos para uma corgg@mairde acucares expressa

em gramas por litro (g/L), uma curva de glicoseutdizada com padrao.

4.3.1.5 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrit® volatilizagdo, por
secagem direta em estufa a 105°C, de acordo cogtadm012/1V do Instituto Adolfo
Lutz (2008). Pesou-se 2g da amostra em capsulaoaelana previamente tarada e
aqueceu-se durante 3 horas com posterior resfriane@m dessecador até a temperatura
ambiente e pesagem. A operagdo de aquecimentdri@amento foi repetida até peso
constante. A umidade foi expressa em porcentagem (%

4.3.1.6 Proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo métoddddjd, segundo método
036/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008), o qual rem a determinacdo do teor de
nitrogénio presente na amostra. A amostra foi adaemm acido sulfurico juntamente
com Se e Cu, estes utilizados como catalizadomesgpédigestao até que o carbono e o
hidrogénio sejam oxidados. Adicionou-se NaOH cotreelo a 40%, sendo aquecido

para a liberacdo da amonia dentro de um volumeenitht de uma solucdo de acido
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bdrico, formando borato de amdnia que foi dosadu EfCl padronizado. O fator de

conversao foi de 6,25 e o resultado expresso eoeptagem (%).

4.3.1.7 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado pela incineracadoachostra em método
gravimétrico, em que o material foi submetido aemguento a 550°C até a formacéao
de um residuo branco ou cinza claro, segundo odo&®8/IV do Instituto Adolfo Lutz

(2008) e o resultado foi expresso em porcentagem (%

4.3.1.8 Lipidios

A fracédo lipidica das amostras foi extraida convestle organico (hexano) em
aparelho Soxhet, o qual extraiu os lipidios livteglicerideos e acidos graxos livres)
em um processo gravimeétrico, baseado na perda sie g amostra submetida a
extracdo com o solvente, segundo o método 032/IN\nskituto Adolfo Lutz (2008). O
resultado final foi expresso em porcentagem (%).

4.3.1.9 Fibras

O teor de fibra bruta foi determinado segundo cod@tdescrito por Ranganna
(1979), baseado na digestdo acida seguida por igeatdb alcalina do material seco

desengordurado, e o resultado expresso em poreem#g.

4.3.1.10 Pectina

O teor de pectina foi determinado de acordo com éodo proposto por
Ranganna (1977) no qual a pectina extraida do maktegetal foi saponificada com
substancias alcalinas e precipitada como pectattélde de uma solugédo acida pela
adicdo de cloreto de célcio. O pectato de calcazipitado foi lavado até que esteja
isento de cloreto, seco e pesado. Os resultadasmfexpressos em % de pectato de

calcio.
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4.3.2 Isolamento dos compostos de aroma

Os compostos de aromas presentes nos fermentados éatraidos utilizando a
técnica analitica de SPME (BICCHEt. al, 2002), como mostrado na Figura 2.

Para os experimentos de selecdo do residuo dsscritoitem 4.2.2 e do
delineamento experimental foi empregada a fibraegtestimento misto CARBOXEN-
PDMS (Supelco) (7om de espessura de filme e 10 mm de compriment@ra @s
experimentos do planejamento fatorial completo Ubtlizada a fiora PEG (marca
Supelco).

Os fermentados foram colocados em banho-mariagitdédo magnética por 15
min (tempo de equilibrio). Em seguida, a fibra dR®ME foi exposta ateadspacala
solucdo para adsorcao dos analitos por 30 min. Apgésmino do tempo de exposicao
da fibra, a mesma foi removida e, em seguida, doiziwla no injetor do cromatografico
para dessorcao térmica dos analitos por 10 min @¥Eet al., 2010). A temperatura

utilizada foi de 40°C e o pH utilizado foi o pH dada amostra.

perfurar retirar para retirar
o
o

septo cromatégrafo

E dessorgio

extrair

|

—— mmmmagmggmzmm

Figura 2- Etapas da extragdo de compostos de aroma comiea&PME.
Fonte: Valente e Augusto (2000)
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4.3.3 Analises cromatogréficas

Os compostos de aromas foram analisados em croraatoggasoso marca
VARIAN (modelo Saturn 4000) acoplado a um especttdon de massas com
analisador de armadilha de ions (MS). O gas dstartgilizado foi o hélio com fluxo
de 1,0 mL/min. O injetor utilizado foi do tipsplit/splitless,empregado no modo
splittess com uma temperatura de 220°C. Os compostos foeparados em uma
coluna capilar de silica fundida com fase estacian@olar de polietileno glicol (CP-
Wax52CB) de 30m de comprimento, 0,25mm diametrermat e 0,2bm de espessura
do filme.

Para os fermentados obtidos dos experimentos @gaseldo residuo e do
delineamento experimental, utilizou-se a tempeaainicial da coluna de 30°C por 3
min., aumentando-se 2°C por min até atingir 120°€ne seguida 2°C por min até
atingir 250°C, totalizando 114 min de corrida créogaafica. Para os fermentados
obtidos do planejamento fatorial completo utilizmitemperatura inicial da coluna de
35°C por 2 min., e aumentando-se 10°C por minattgir 100°C e em seguida 3°C

por min. até atingir 250°C, totalizando 59,50 min.

4.3.4 Identificacéo

A identificacdo dos compostos de aroma foi reaizpdla comparagao dos
espectros de massas dos compostos das amostra® ¢@@nco de dados “NIST”
(National Institute of Standards & Technolypgyntendo aproximadamente um total de
150.000 espectros de referéncia e pela comparag@odate de retencao linear (IRL)
dos compostos com os de artigos da literatudatabasesLRl & Odour (2011),
calculados com base nos tempos de retencdo de é@meade n-alcanos (diversas
misturas de C8 — C30, C8 — C40 e C8 — C17) sobicdesl analiticas idénticas.

O indice de retencéo linear (ILR) foi calculadodzai no tempo de retencao
dos padrdes de alcanos auténticos versus o nuneratamos de carbonos dos
respectivos padrdes de alcanos, multiplicado pOr(EQuacao 1).
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ILR= [ﬂ + n] x100  (Eq. 1)

n+1— tn

Onde: R = Tempo de retencéo para o composto X;
n = NUumero de carbonos do n-alcano eluindo antes;

n+1 = Numero de carbonos do n-alcano que elui depoi
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica dos residuos dergeessamento de polpas de

frutas

A producdo de compostos de aroma pode ser infladacpela presenca de
nutrientes nos substratos. Sendo assim, para earacfio das matérias-primas
utilizadas nos experimentos, determinou-se a coiggoentesimal dos residuos de
acerola, mangaba e graviola previamente secos @ d080 residuo de graviola
natura(Tabela 10). Os residuos foram triturados parébter particulas menores com o
intuito de facilitar a transferéncia de nutrienp@sa os microrganismos, uma vez que, 0
tamanho das particulas no meio, interfere no psocdermentativo, afetando a

transferéncia de calor e massa (SIL&tal, 2002).

Tabela 10 -Composicao centesimal dos residuos de acerola,abargggraviola

Residuo

Parametros Graviola

Acerola Mangaba Graviola . .

in natura

Umidade (%) 8,97+0,37 6,03+0,17 6,77£0,19  76,4330,8
Cinzas (%) 0,97+0,00 0,98+0,02 0,98+0,00 0.68+0,02
pH 3,23+0,01 4,03+ 0,01 4,13+0,02 3,71+0,01
Acidez (%) 15,00+0,06 11,05+1,23 9,10+1,13 7,09+0,35
°Brix 2,17+0,14 1,08+0,14 1,25+0,00 3,80+0,00
Lipidios (%) 13,57+0,42 23,87+0,30 14,64+0,32 1,40+0,079
Fibras (%) 25,39+1,23 31,73+1,06 31,38+1,35 16,98+0,21
Proteinas (%) 6,86+0,10 9,95+0,02 10,78+1,09 6,430
Acucar redutor (% glicose) 16,13+0,36 4,81+0,02 7,03+0,13 4,16+0,02
Pectina (%) 5,66 +0,01 1,23 +0,02 8,15+0,01 1,4060,

*Residuo de graviolan natura— ndo submetido ao processo de secagem
Em relacdo ao residuo de acerola, os valores ddadei(8,97%) e lipideos

(13,57%) foram maiores do que aos obtidos por Abudarain (2009) (umidade de
7,02% e lipideos de 5,23%); o teor de cinzas (0)9t#emaior do que o obtido por

Sousaet al. (2011) (0,55%) e os teores de proteinas (6,86%¢gUeares redutores
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(16,13%) foram menores do que os reportados pornaget al (2010) (teor de
proteinas de 8,88% e acUcares redutores de 24,33%).

Para a farinha do residuo de mangaba, foram elacstrvalores de 6,03%;
0,98%; 23,87%; 9,95% e 11,05% para umidade, cingasios, proteina e acidez,
respectivamente. Araujet al (2010) obtiveram valores de umidade 4,30%, cinzas
2,13%, lipideos 23,50%, proteinas 15,0% e acided tte 28,40%. Provavelmente,
essas diferencas sejam devido as diferencas rongato do residuo para as analises,
tendo em vista que Araugt al (2010) secaram o residuo ao sol, e em seguidaasec
em secador a temperatura de 60 °C durante 8 ledizatam a 121°C durante 15 min.

O residuo graviolan naturaapresentou teor de umidade (76,43%) menor do que
0 obtido por Sousat al. (2011) (83,16%). O teor de proteinas do residugrdeiola
(10,78%) foi similar ao obtido por Ribeiet al. (2008) (10,70%). Os valores de pH
para o residuo de graviola (4,43) e de graviolaatura (3,71) foram préximos ao
obtido (3,47) por Sacramenét al. (2003). O teor de lipidios (14,64%) encontrado na
farinha do residuo foi maior do que o obtido ndadesin natura(1,40%), este por sua
vez foi préximo ao obtido por Soustal. (2011) (2,28%).

Devido ao fato dos residuos terem apresentado badtade aclcares redutores
e de proteinas, o0 meio de cultivo foi suplementaalo glicose e extrato de levedura
para favorecer o crescimento microbiano, sendoadas as concentracdes destes
nutrientes no processo. O pH dos residuos sendwoatha 4,0 foi corrigido para 5,0,

sendo considerado o 6timo pH da levedura.
5.2 Selecéo dos residuos potenciais produtores de arosna
5.2.1 Andlise sensorial

Os fermentados dos residuos de graviola, aceralarggaba foram analisados
sensorialmente quanto a producéo de aromas a dddde fermentacdo durante 5 dias.
Foi observado que a intensidade de aromas aumat&al8 h, mantendo-se estavel até

96 h de fermentacdo para todos os residuos (FRur@ fermentado com residuo de

graviola foi o que apresentou maior intensidadeademas em todos os tempos
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analisados, sendo, portanto este residuo selecigpaad a realizacdo dos experimentos
subsequentes.

Para o residuo de graviola os provadores descraveliatensidade dos aromas
como frutal de abacaxi, acerola, ameixa, larangged biscoito, fermento e alcool
(Figura 4). Observou-se que a intensidade dos ardmtal e alcool foram crescentes
ao longo do tempo de fermentac&do, enquanto queaomsaa de biscoito e fermento

tiveram um aumento até 24 h e em seguida diminué@mo tempo.

96
72
% 48 u Acerola
g 24 ® Graviola
= Mangaba
0
0 2 4 6 8

Intensidade de aroma

Figura 3 — Andlise sensorial ao longo da fermentacdo dashasirdos residuos de

graviola, acerola e mangaba

Alcool

Fermento

é o =96

S Biscoito 72

< m48
Doce

24

Frutal 0
0 1 2 3
Intensidade

Figura 4 — Intensidade de diversos aromas dos fermentadozantio o residuo da

farinha de graviola.
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N&o h& registros na literatura de estudos de p&mdaig aromas utilizando
residuos de graviola, mangaba e acerola. Uenofa6j2@rificou a producao de aroma
frutal por quatro microrganismos pectinoliticosaafis da fermentacdo em meio
contendo casca de café seco e bagago de uva. tdavénalise que os compostos
volateis apresentaram descricdes como frutal, ditmel, fermento, acido, solvente,
semelhantes as descricdes observadas neste estudo.

Medeiroset al (2000) realizaram a selecdo de residuos parab@ugdio de
compostos de aroma plfuyveromyces marxianysor analise sensorial utilizando trés
provadores néo treinados. O farelo de palma e ademage mandioca foram os que
produziram aromas com caracteristicas mais intdesfutal, a semente de girassol
produziu aroma suave enquanto que o residuo de enbg§aco de cana-se-acucar ndo
produziram nenhum aroma. Pinod#i al(2006) verificaram por analise sensorial a

producdo de aroma frutal p@eotrichum candidurem meio sintético

5.2.2 Andlise cromatografica do fermentado de gragla

Tendo em vista que o fermentado com residuo deaimafoi o que apresentou
maior intensidade de aromas através de analiseorsanseste foi analisado por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa @mdm identificados 18
compostos de aroma (Tabela 11). Dentre os comppstasizidos, o 2-feniletanol e o
2-fenetil acetato, os quais correspondem aos ardmagsas e maca, respectivamente,
sdo os de maior valor comercial, de grande impoidana industria de alimentos e
considerados GRASGEenerally Regarded As Safd’or este motivo, estes compostos
foram os selecionados como compostos de interesseos estudos de otimizacdo de
processo. A maior producdo destes compostos (rhegar de pico cromatografico) foi
obtida em 72 h de fermentacdo como demonstradoiguaaF5. Ndo ha registros na
literatura da producdo destes compostos de aromaKluyveromyces marxianus
utilizando residuo de graviola como substrato. Dar@aocet al. (2003) identificaram o
composto 2-feniletanol produzido p@&eotrichum fragransusando manipueira como
substrato.

Medeiroset al. (2000) obtiveram a producdo de compostos de ataimaomo

acetaldeido, etanol, acetato de etila, propionat@tda, 3-metil-1-butanol através da
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fermentacdo de farelo de palma gigante e bagacmatalioca poiKluyveromyces

marxianus

MCount SPGR-T3.SMS Chan: 1.2
15 han- 1.2 =
12 1 =
10 12 -

1 13
2 6 8 18
h 8 ag T 9 10, oo Y
M.J\'L\\u

0 -

T 2|5 5'0 ;'5 1(‘]0 .
minutes

Figura 5- Cromatograma do fermentado de residuo de graafma 72 horas de
fermentacdao.
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Tabela 11-Compostos de aroma identificados nos fermentae@esiduo de graviola
apos 72 horas de fermentacéo.

c - Preco
Nr. Composto Indice d~e Desc“‘?a;’, éj ° estimado
Retencéao Aroma USS*
1 Propionato de etila 949 Frutal, maca, péra 629,00/kg
2 2-Metoxietanol 962 Alcool 451,00/L
3  2-Pentanol 1092 Verde 488,00/L
4  3-Metil-1-butanol 1206 Alcool, banana, adocicado 349,00/L
(2)-3-Hexenoato
5 . 1246 Floral, frutal -
de metila
(E)-2- Hexenoato
6 _ 1300 Frutal, mel, banana verde -
de metila
7 (E)'Z'HexenOI 1390 Verde’ f0|ha, noz 837,00/kg
8 Acido acético 1423 Acido acético, vinagre 60,00/L
2-(2-etoxietoxi)
9 1593 146,00/L
etanol
Metoxi-fenil-
10 1747 -
oxima
_ Rosas, mel, maca,
11 2-Fenetil acetato 1760 _ 1041,00/kg
adocicado
_ B Acido gordo, 6leo vegetal,
12 Acido hexandico 1806 235,00/kg
suor
. Rosas, adocicado,
13 2-Feniletanol 1856 5700,00/kg
perfumado
14 Acido octanéico 2013 Queijo, suor 186,00/kg
(E)-2-Benzoato de
15 _ 2085 -
hexila
16 2-Tetradecanona 2180 -
Octadecanoato de
17 . 2422 186,00/kg
metila
Decanoato de
18 2266 -

benzila

Fonte: *http://www.sigmaaldrich.com/brazil. htrAIMEILGAARD, 1975;° ACREE e ARN, 2004
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5.3 Influéncia de parametros na producao dos comptms de aroma 2-feniletanol e

do 2-fenetil acetato — Delineamento Experimental

Nessa etapa, avaliou-se o efeito das concentrag@eglicose e extrato de
levedura, pH, agitacdo, concentracdo de residumneeatracdo de leveduras na
producdo dos compostos de aroma 2-feniletanol enetif acetato através do

delineamento experimental descrito nas TabelaslR e

Tabela 12 Valores reais e codificados da matriz do delineamerperimental para a
producédo de 2-feniletanol e variavel resposta era gount) do pico cromatografico.

Variaveis Independentes Resposta
Ensaios Glicose Ext. lev. Agitacdo Residuo ] Area
pH Inéculo

(/L) (9/L) (rom)  (g/L) (Count)
1 0(-1) 0(-1) 3,5(-1) 150 (+1) 150 (+1) 16°(+1) 473074
2 20(+1) O0(1) 35(1) 0(1) 50(1) 18 (+1) 353918
3 0(-1) 1(+1) 35(1) O0(1) 150(+1) ©4@E1) 444049
4 20 (+1) 1(+1) 3,5(-1) 150(+1)50(-1) 16(-1) 318134
5 0(-1) 0(-1) 6,5(+1)150 (+1) 50(-1) 16(-1) 271005
6 20(+1) O0(1) 6,5(+1) 0(-1) 150(+1) 1B(-1) 379925
7 0 (-1) 1(+1) 6,5(+1) 0(-1) 50(-1) 16 (+1) 411540
8 20 (+1) 1(+1) 6,5(+1)150 (+1) 150 (+1) 16°(+1) 354146
9 100) 05() 50() 750 75(0) &@©) 6577000
10 100) 05() 50() 75(0) 75(0) %10) 6776000
11 10 (0) 05(0) 50 75(0) 75(0)  ®10) 5802000
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Tabela 13-Valores reais e codificados da matriz do delineamerperimental para a

producdo de 2-fenetil acetato e variavel resposta &ea (count) do pico

cromatografico.
Variaveis Independentes Resposta
Ensaios Glicose Ext. lev. Agitacdo Residuo Area
pH In6culo

(g/L) (g/L) (rpm)  (9/L) (Count)
1 0(-1) 0(-1) 3,5(-1) 150 (+1) 150 (+1) 16°(+1) 109049
2 20(+1) 0(1) 35(1) 0(1) 50(1) 18 (+1) 75430
3 0(-1) 1(+1) 35(1) O0(1) 150(+1) 4E1) 129573
4 20 (+1) 1(+1) 3,5(-1) 150(+1)50(-1) 16(-1) 223680
5 0 (-1) 0(-1) 6,5(+1)150 (+1) 50(-1) 16(-1) 140183
6 20(+1) 0(-1) 6,5(+1) 0(-1) 150 (+1) 1B(-1) 170199
7 0(-1) 1(+1) 6,5(+1) 0(-1) 50 (-1) 18 (+1) 93903
8 20 (+1) 1(+1) 6,5(+1)150 (+1) 150 (+1) 16°(+1) 136398
9 10(0) 05() 500 750) 75(0) ®0) 3427000
10 10 (0) 05(0) 500 75(0) 75(0)  ®10) 3417000
11 10 (0) 05(0) 500 75(0) 75(0)  ®10) 2861000

Nas faixas de valores estudadas os parametrosemdondtraram influéncia na
producdo de ambos compostos. Diante disto, optoersdixar os parametros pH,
concentracdo de leveduras e de residuo no meialiaraa influéncia dos parametros
glicose, extrato de levedura e agitacdo na proddg&ocompostos 2-feniletanol e 2-

fenetilacetato utilizando o delineamento compostural rotacional.
5.4. Producéo dos compostos de aroma 2-feniletareotio 2-fenetil acetato
5.4.1 Cinética de producdo do composto de aroma @riiletanol
A producdo do composto de aroma 2-feniletanol éalizada em diferentes

condicOes de fermentacao de acordo com o planejarfeorial completo e a cinética

de producdo do composto (quantificacdo represemaldaarea de pico cromatografico)
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foi acompanhada retirando aliquotas a cada 24 Hedeentacdo submersa (FE)

conforme demonstrado na Figura 6.

6x10°
—m— Ensaiol
—e— Ensaio2
Ensaio3
5x10°7] —v— Ensaio4
Ensaio5
—<4— Ensaio6
6 Ensaio7
TE\ 4x10 —e— Ensaio8
S —%— Ensaio9
8 —e— Ensaiol0
~ 6-1 —@— Ensaioll
8 3x10 —+— Ensaiol2
:E —X— Ensaiol3
—*¥— Ensaiol4
2X106_ Ensaiol5
1x10°7]

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (h)

Figura 6- Cinética da FS para producdo do composto de aPsfmailetanol segundo o

planejamento experimental completo (Tabela 14).

A méaxima producdo do composto 2-feniletanol foiiddtem 24 h para os
ensaios 1, 2, apGs 48 h para os ensaios 5, 6, Z4¥L15 com 72 h para 0s ensaios 3, 4,
8,9, 12 e 13 e apenas no ensaio 10 com 96 hmeri¢acao.

Os picos maximos de producdo do composto de arefamil2tanol variaram
entre 1,16 E+06 e 5,54 E+06 count (em area) enstodoensaios realizados (Tabela
12), sendo a maior area obtida quando utilizad rdei cultivo contendo 30 g/L de
glicose, 5 g/L de extrato de levedura e agitacabld®rpm (condi¢cdo do ponto central,
ensaios 15 a 17). O cromatograma demostrando odpic@mmposto 2-feniletanol esta
apresentado na Figura 7. O pico do composto faitiieado com 25,205 min de
corrida. Os picos sobrepostos (do preto ao laraopamjespondem a producdo do
composto a cada 24 h de fermentacdo, a maior gioddo composto ocorreu apos

48 h de fermentacdo e 0 mesmo diminui nas horasrgesg.
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A menor producao deste composto foi obtida quaritieaau 30 g/L de glicose,
0 g/L de extrato de levedura e agitacdo de 112 rpm

Tabela 14 Valores reais e codificados da matriz do planejaim experimental para a

producédo de 2-Feniletanol e variavel resposta @a @ount) do pico cromatografico

. Variaveis Independentes Resposta
=nsaios Glicose (g/L) Extrato de levedura (g/L) Agitacdo (rpm)Area (Count)
1 18(-1) 2 (-1) 90 (-1) 1,61E+06
2 42(1) 2 (-1) 90 (-1) 3,72E+06
3 18 (-1) 8 (+1) 90 (-1) 2,14E+06
4 42 (+1) 8 (+1) 90 (-1) 2,37E+06
5 18 (-1) 2 (-1) 135 (+1) 3,72E+06
6 42 (+1) 2 (-1) 135 (+1) 3,63E+06
7 18 (-1) 8 (+1) 135 (+1) 2,99E+06
8 42 (+1) 8 (+1) 135 (+1) 3,53E+06
9 10 (-1,68) 5(0) 112 (0) 2,72E+06
10 50 (+1,68) 5(0) 112 (0) 3,31E+06
11 30 (0) 0 (-1,68) 112 (0) 1,16E+06
12 30 (0) 10 (+1,68) 112 (0) 1,38E+06
13 30 (0) 5(0) 75 (-,168) 2,16E+06
14 30 (0) 5(0) 150 (+1,68) 3,50E+06
15*

16* 30 (0) 5(0) 112 (0) 5,54E+06
17*
*Triplicata
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Figura 7- Cinética de producdo do composto de aroma 2-FBn{@ogramas da
melhor producédo), os picos cor preta, laranja, ®saarrom correspondem a sua

presenca nos fermentados obtidos nos tempos 22 4®6 respectivamente.
5.4.2- Influéncia dos parametros na producao do cgmosto de aroma 2-feniletanol

O gréafico de Pareto (Figura 8) ilustra os efeitas dariaveis, bem como suas
interacfes. Os parametros que ultrapassam a dieeiiaha tracejada sdo considerados
significativos ao nivel de significancia de 5% (p005). Verificou-se que o0 Unico
parametro significativo foi o extrato de levedutedratico, sendo o efeito negativo, ou
seja, quanto menor a concentragdo de extrato dedlexy maior a produgdo do
composto de aroma 2-FE.

Na equacdo 2 esta apresentado o modelo codifidadeegunda ordem, que
descreve em area do pico de produgcdo do compostvodea 2-FE em funcdo das
variaveis independentes analisadas, dentro da éatxalada. O modelo empirico obtido
foi validado pela andalise de variancia apresentaaalabela 15. O coeficiente de
correlacéo obtido foi de 0,8361 e o F calculad®7Bfoi maior que o F tabelado (3,68),
portanto o modelo proposto na equagédo 2 € validdemdo ser obtida a superficie de

resposta.
Area do pico de 2-Fe = 5478726 — 1342311 fEL] (Eq. 2)

Onde : [EL] é a concentracdo de extrato de levedura
42



Extrato de levedura(Q)

agitacdo(Q) -2,61908

glicose(Q) -2,37975
(3)agitacéo(L)
(1)glicose(L) "
1Lby3L
1Lby2L |

(2)Extrato de levedura(L) :

2Lby3L

Efeito estimado padréo (valor absoluto)

Figura 8- Grafico de pareto para a estimativa de efeitospldmejamento fatorial

completo na producdo do composto de aroma 2-fanibét

Tabela 15 Analise de variancia (ANOVA) para a producao eferaletanol

Fonte de Soma Graus de Média

o . ) . F calculado
Variagao Quadrética Liberdade Quadratica
Regressao 2,72E+13 9 3,02E+12 3,97
Residuo 5,31E+12 7 7,60E+11 -
Falta de ajuste 3,34E+12 5 - -
Erro puro 1,97E+12 2 - -
Total 3,25E+13 16 - -

Coeficiente de correlacddR0,8361
Fo.7; 5= 3,68

De acordo com as superficies de resposta e cuevasrdorno (Figuras 9 a 14),
verificou-se que a regido otimizada para a produigioomposto 2-feniletanol foi nas
concentracdes de extrato de levedura entre 4,0 g/16,de extrato de levedura, glicose

entre 22 e 42 g/L e agitagao entre 100 e 120 rpm.
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Figura 9- Superficie de resposta para a producéo do compestwoma 2-feniletanol
demonstrando o efeito das concentragdes de glecestrato de levedura
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Extrato de levedura (g/L)
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Figura 10- Curvas de contorno para a producdo do composanaiea 2-feniletanol de

acordo com as variagdes nas concentracdes deegbomsrato de levedura.
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Figura 11- Superficie de resposta para a producdo do comgesaooma 2-feniletanol

demonstrando o efeito da concentracdo de extrd&vddura e agitacao.
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Figura 12- Curvas de contorno para a producdo do composanaiea 2-feniletanol de
acordo com as varia¢cfes na concentracdo de egzdévedura e agitacao.
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Figura 13- Superficie de resposta para a producdo do compesawoma 2-feniletanol
demonstrando o efeito da concentracao de glicagga;ao
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Figura 14- Curvas de contorno para a producdo do compossnatea 2-feniletanol de
acordo com as variagdes na concentragao de gkcagegacao
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Na literatura varios trabalhos relatam a influért@gparametros na producao do
composto de aroma 2-feniletanol. Huaetyal. (2000) utilizando o microrganismo
Pichia fermentampbtiveram maior rendimento dmomposto quando utilizado meio
contendo 18% de sacarose, 0,25% de levedura e delf#nilalanina. Neste trabalho
obteve-se maior producédo de 2-feniletanol com urmaamquantidade de glicose (3%).
Similarmente Starlet al. (2003) obtiveram maior producéo deste compostzarnido
meio contendo 3% de glicose e 6 g/L e a leveduraerevisiaecEnquanto, Oliveira
(2010) estudando a producéo de 2-FE em residuiddigie fecularia obteve uma maior
producao do composto utilizando meio de cultivotendo 2% de glicose.

Garavaglieet al (2007) obtiveram maior producéo o 2-FE em mostoih por
Kluyveromyces marxianugtilizando agitacdo de 250 rpm e Damascenal. (2003)
com agitacdo de 150 rpm utilizando manipueira, antju neste trabalho a maior
producao foi obtida com agitacdo de 112 rpm, sepsdoempregando a agitacdo a 150
rpm teve baixa produtividade .

5.4.3- Cinética de Producao do composto de aromaF2netil acetato

A producao do composto de aroma 2-fenetil acetastoeflizada em diferentes
condices de fermentacdo de acordo com o planejanegperimental e a cinética de
producdo do composto (quantificdo representadagreka de pico cromatografico) foi
acompanhada em cada ensaio a cada 24 h de feraemagforme demonstrado na
Figura 15.
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Figura 15 Cinética da FS para producdo do composto de ardifemetil acetato

segundo o planejamento experimental completo (&ab@).

A maxima producdo do composto 2-fenetilacetato dobiido em 24 h nos
ensaios 1, 2 e 3, com 48 h para os ensaios 4,97,13, 13, 14 e 15 com 72 h para o0s
ensaios 5, 6 e 10 e com 96 no ensaio 12.

As areas dos picos de producdo do composto de &-dereetil acetato variaram
entre 9,88E+05 e 6,37E+06 count em todos os ensaslzados (Tabela 16). A
producdo de 2-FEA foi superior a do composto 24@tem nas mesmas condicdes
operacionais, ou seja, quando utilizado meio daévoutontendo 30 g/L de glicose, 5
g/L de extrato de levedura e agitacao de 112 rpmdicéo do ponto central, ensaios
15-17). O cromatograma demonstrando o pico do cetop8-fenetil acetato esta
apresentado na Figura 16. O pico do composto famtificado em 22,136 min de
corrida. Os picos sobrepostos (do preto ao laraogajespondem a producdo do
composto a cada 24 h de fermentacdo, a produc&ordposto aumentou até 48 h e
diminui nas horas seguintes.

A menor area do pico de producdo deste compostbéanioi obtida quando
utilizado 30 g/L de glicose, 0 g/L de extrato deeldura e agitacdo de 112 rpm (ensaio
11).
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Figura 16 - Cinética de producdo do composto de aroma 2-Felegtato
(Cromatogramas da melhor producgéo), os picos cetapiaranja, rosa e marrom
correspondem a sua presenca nos fermentados obtiddempos 24, 48, 72 e 96 horas

respectivamente.
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Tabela 16-Valores reais e codificados da matriz do planefgmexperimental para a

producao de 2-Fenetilacetato e variavel respostarean(count) do pico cromatografico

Ensaios Variaveis Independentes Yariével resposta
Glicose (g/L) Extrato de levedura (g/L) Agitag&o (rpm) Area (count)

1 18(-1) 2 (-1) 90 (-1) 1,47E+06
2 42(+1) 2 (-1) 90 (-1) 1,75E+06
3 18 (-1) 8 (+1) 90 (-1) 1,45E+06
4 42 (+1) 8 (+1) 90 (-1) 1,84E+06
5 18 (-1) 2 (-1) 135 (+1) 3,12E+06
6 42 (+1) 2(-1) 135 (+1) 1,87E+06
7 18 (-1) 8 (+1) 135 (+1) 2,24E+06
8 42 (+1) 8 (+1) 135 (+1) 2,67E+06
9 10 (-1,68) 5(0) 112 (0) 1,28E+06
10 50 (+1,68) 5(0) 112 (0) 1,64E+06
11 30 (0) 0 (-1,68) 112 (0) 988319
12 30 (0) 10 (+1,68) 112 (0) 1,56E+06
13 30 (0) 5(0) 75 (-,168) 1,79E+06
14 30 (0) 5(0) 150 (+1,68) 2,74E+06

15*

16* 30 (0) 5(0) 112 (0) 6,37E+06

17*

*Triplicata

5.4.4- Influéncia dos parametros na producdo do cgmosto de aroma 2-fenetil
acetato

Através do grafico de Pareto (Figura 17), verifisgu que 0s parametros
quadraticos extrato de levedura, glicose e agitém@on estatisticamente significativos
ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). O a&xtrde levedura foi o que mais
interferiu na producdo do composto, e de forma thegaou seja, quanto menor a
quantidade de extrato maior a producdo do compésgto. aconteceu também com a

glicose e a agitacdo que também influenciaram deeirea negativa, mostrando que
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quanto menor a quantidade de glicose e menor agitaelhor a producéo do composto

em estudo.

Extrato de levedura(Q) f -8,32344 1

glicose(Q) -7,97513
agitacdo(Q)
(3)agitacao(L) |

1Lby2L

1Lby3L |

(2)Extrato de levedura(L) ¢

(1)glicose(L)

2Lby3L

p=,05

Efeito estimado padrdo (valor absoluto)

Figura 17- Grafico de pareto para a estimativa de efeitopldnejamento fatorial

completo na produgao do composto de aroma 2-feacsthto.

A equacao 3 representa o0 modelo codificado de skegardem, que descreve
producdo do composto 2-fenetil acetato em func@owdaiaveis glicose, extrato de

levedura e agitacéo, dentro das faixas analisadas.
Area do pico de 2-FEA = 6113556 — 1523565°[@]590107 [EL}- 1236087 A (eq.3)

Onde: [G] é a concentracao de glicose, [EL] € aeontracdo de extrato de levedura e A
é agitacao.

O modelo empirico obtido foi validado pela analige variancia (Tabela 17),
onde o coeficiente de correlacdo foi de 0,9405Fecalculado (12,32) foi cerca de 3

vezes maior que o F tabelado (3,68), portanto cetoquroposto na equacao 4 é valido,

podendo ser obtida a superficie de resposta.
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Tabela 17 Andlise de variancia para a producéo do 2-fenegtato

Fonte de Soma Graus de Média F calculado
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 4,78E+13 9 5,31 E+12 12,32
Residuo 3,02E+12 7 4,31 E+11 -
Falta de ajuste 2,22E+12 5 - -
Erro puro 8,04E+11 2 - -
Total 5,08E+13 16 - -
Coeficiente de correlacdd®R94,05;
Fo.7: 5= 3,68

De acordo com as superficies de resposta e cuevesntorno (Figuras 18 a 23),
verificou-se que a regido otimizada para a produgicomposto 2-fenetil acetato foi

em concentragdes de extrato de levedura entre 2B gL, glicose entre 21 e 40 g/L e
agitacao entre 95 e 135 rpm.

OIRARORYAIR A 3D
od\d 0D ey

(aanod

Bl -1E7

Figura 18- Superficie de resposta para a producdo do complesiaroma 2-fenetil

acetato demonstrando o efeito das concentracogiecdse e extrato de levedura.
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Figura 19- Curvas de contorno para a producdo do composanaea 2-fenetil acetato

de acordo com as variacdes nas concentracbescdsagk extrato de levedura
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Figura 20- Superficie de resposta para a producdo do compmestaroma 2-fenetil

acetato demonstrando o efeito da concentracaotoseere levedura e agitacéo.
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Figura 21- Curvas de contorno para a producdo do composanaea 2-fenetil acetato

de acordo com as variacdes na concentracao decedtérdevedura e agitacao.
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o2\ 0 ey

Figura 22- Superficie de resposta para a producdo do compmestaroma 2-fenetil
acetato demonstrando o efeito da concentracadatesgle agitacao.
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100 110 120 130 150
Agitagdo (rpm)

Figura 23- Curvas de contorno para a producdo do composanaiea 2-fenetil acetato

de acordo com as variagdes na concentracao deglkcagitacéao.

5.5. Cinética de consumo de substrato e acompanhame do pH

Na condicdo de maior producdo dos compostos deaaf@rfeniletanol e 2-
fenetil acetato), ou seja, utilizando meio de val0 g/L de glicose, 5g/L de extrato de
levedura e agitacdo de 112 rpm, realizou-se umrigmgsto para acompanhar a cinética
de consumo de substrato, em fun¢cdo da determiric@glcares redutores, °Brix e 0
pH do meio (Figura 24).

O consumo de substrato em funcdo de ART foi decaraente 100 % j& nas
primeiras 24 h de fermentacdo. Em relacdo °Brixfigeu-se um decréscimo em torno
de 50% nas primeiras 24 horas, e nas horas seguiririx permaneceu praticamente
estavel. Apesar do consumo quase total de acutaresdo em 24 h, a producéo
méxima dos compostos 2-feniletanol e 2-fenetil atoetfoi obtida em 48 h de
fermentacéo.

Em relacdo ao pH verificou-se que este manteveag@mente estavel entre

4,0 e 50 durante todo o tempo de fermentacdo. Esteacdo no pH deve-se
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provavelmente a formacdo de compostos &cidos oidalev formacdo de ions de

hidrogénio associado ao crescimento microbiano (&44K et al.,1994).

0 20 40 60 80 100
T T T T T T T T T T T 35
4,04 r
30
35 —u— Brix L
™9 Ad ART _25
— A pH I
3,0 1 20
>
x [ 3
'CCD 2,5 -15 o
L o
10 -
2,04 [ i
| \. -
A A A B 5
o7 - . . =
' - " " -0
110 T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)

Figura 24 - Acompanhamento do ART, °Brix e pH durante osds die fermentacao
6. CONCLUSAO

Dentre os residuos agroindustriais (acerola, glawomangaba) estudados, o
residuo de graviola foi 0 que apresentou maiorrpidé para a producdo de aromas
frutais porfermentagcdo submersa utilizando a leveddteveromyces marxianug&ntre
0s 18 compostos de aroma produzidos, destacoum®daicdo dos compostos 2-
feniletanol e 2-fenetil acetato (maior area de piams quais possuem alto valor
comercial. O processos de producdo dos composiostifnizado, nas condi¢des
propostas, onde a maior producéo de 2-fenetil ecptade ser obtida em concentracdes
de extrato de levedura entre 2,5 e 7,0 g/L de extta levedura, glicose entre 21 e 40
g/L e agitacdo entre 95 e 135 rpm e maior proddgdcomposto 2-feniletanol pode ser
obtida em concentracbes de extrato de levedura enr e 6,0 g/L de extrato de
levedura, glicose entre 22 e 42 g/L e agitacaceet@® e 120 rpm.
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ANEXO

Nome: Data:

Por favor, marque com um trag@s escalas abaixo a intensidade global do aroma
percebido em cada amostra:

AMOSTRA INTENSIDADE
fraco moderado forte

Comentarios:
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