
 

 

 

 

 

REDE NORDESTE DE BIOTECNOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA  

 

 

 

 

 

PROCESSO BIOTECNOLÓGICO PARA OBTENÇÃO DOS COMPOSTOS 2-

FENILETANOL, ACETATO DE 2-FENILETIL E -CARIOFILENO PELA 
UTILIZAÇÃO DE RESÍDUO DE GOIABA 

 

 

 

Mércia de Sousa Galvão  

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
SÃO CRISTÓVÃO-SE, 2014. 



 

 

 

 

 
MÉRCIA DE SOUSA GALVÃO 

 

 

PROCESSO BIOTECNOLÓGICO PARA OBTENÇÃO DOS COMPOSTOS 2-

FENILETANOL, ACETATO DE 2-FENILETIL E -CARIOFILENO PELA 
UTILIZAÇÃO DE RESÍDUO DE GOIABA 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação da 

Rede Nordeste de Biotecnologia - RENORBIO, na área 

de concentração em Biotecnologia Industrial, na linha 

de pesquisa de Ciência e Tecnologia de Alimentos no 

Ponto Focal de Sergipe como um dos pré-requisitos 

para a obtenção do título de Doutor em Biotecnologia.  

 

 
Orientador: Prof. Dr. Narendra Narain 

 
Co-orientador: Profa. Dra. Luciana Cristina Lins de Aquino 

 

 
 

 
SÃO CRISTÓVÃO-SE, 2014. 



iii 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 

 

 



iv 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 

 

 



v 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Todas as vitórias ocultam uma abdicação” 

Simone de Beauvoir 



vi 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 

 

AGRADECIMENTOS 

À Deus pela sensatez e força nos momentos de dúvidas e aflição e por cuidar das pessoas que amo. 

À meus filhos, Hawlmerson, Julius Caesar e Rafael, razão e amor incondicional. 

Aos meus avós, pais e irmãos, infinitamente, por terem me ensinado os grandes valores da vida. Por 

vibrarem a cada vitória minha, pelo grande exemplo, cuidado, amor e dedicação, e por estarem tão 

presentes, mesmo estando distante. 

Ao meu orientador, Prof. Narendra Narain, pela orientação e paciência ao longo dos anos que estivemos 

juntos, graduação, mestrado e doutorado. Sempre com palavras sábias e inspiradoras. 

À Profa. Luciana, que foi mais que minha co-orientadora, apoio imprescindível em todas as etapas desse 

trabalho, transmitindo sempre força e coragem. 

A todos os membros da banca examinadora que, com altruísmo e dedicação, permitiram que o processo 

até a defesa de tese fosse possível em um curto prazo. Muito obrigada pelas valiosas sugestões e 

correções. 

A Profa. Jane Moreira, exemplo de dedição que esteve sempre presente nos momentos de dúvidas com 

sua serenidade, colaborando da forma mais completa. 

Ao “porão do LAF”: TT, ASF, Vivi, Moniquinha, Quel, Hannah e Patchel, sem vocês com certeza eu não 

teria conseguido! Não há palavras ou pensamentos que transmitam a gratidão pelo que vocês fizeram e 

fazem por mim. TT você é o maior exemplo de amizade que já conheci nessa vida! 

A minhas companheiras de doutorado, Karen, Yzila e Mônica, que estiveram presentes em momentos 

críticos e especiais dessa caminhada. 

À todos que passaram e ainda passam pelo LAF ao longo dessa jornada, em especial a Ana Lúcia (Luuuu), 

Michel (Mitchel), Antônio, Paulinha, Dannylo, Juliete, Katiúscia e a todos que contribuíram de alguma 

forma. 

A minhas amigas de longe, Aninha, Janine e Sancha, que mesmo distantes estavam sempre presentes com 

palavras, saidinhas e conversas científicas valiosas. 

As Empresas Pomar e a Maratá, pela doação dos resíduos. 

Enfim, a todos que passaram pela minha vida nesses anos dedicados a vida acadêmica de graduação, 

mestrado e doutorado que, da sua maneira marcaram minha vida. 

Obrigada! 



vii 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 

 

RESUMO GERAL 

A crescente demanda de aromas no mercado mundial exige novas estratégias de obtenção 
desses compostos. A obtenção via processos fermentativos utilizando substratos de baixo custo 
é uma alternativa economicamente viável e o aroma gerado é considerado como natural. 
Grandes volumes de resíduos na forma de bagaços, cascas, caroços ou sementes são gerados 
pelo processamento de frutas, e estes podem ser utilizados como substratos nesses processos 
fermentativos. Diante desse contexto, esse trabalho teve como principal finalidade utilizar 
resíduos agroindustriais para a produção de compostos voláteis de aroma através da 
fermentação submersa. Neste sentido, foi verificada a potencialidade da produção de compostos 
voláteis através da fermentação submersa utilizando resíduos de goiaba, maracujá e umbu como 
substratos utilizando microrganismos endófitos da goiaba, maracujá e umbu de cultura puras 
(Aspergillus niger, Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces lactis) para produzir compostos 
voláteis de aroma frutal ou floral. Inicialmente a polpa e os resíduos de goiaba, maracujá e umbu 
foram caracterizados quimicamente (umidade, cinzas, fibras, proteínas, lipídeos, açúcares, acidez 
titulável, Aw, pH e sólidos solúveis). Foram realizadas fermentações com os diferentes 
microrganismos em meio sintético, onde os produtos fermentados foram analisados 
sensorialmente. A partir dos resultados obtidos da análise sensorial, o resíduo de goiaba e a 
levedura Kluyveromyces lactis foram selecionados uma vez que estes apresentaram a melhor 
capacidade de produção de aromas. Os compostos voláteis produzidos foram capturados por 
duas técnicas de headspace (MEFS e Purge & Trap) e analisados por cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massas. Foram isolados 62 microrganismos, dentre estes seis 
foram selecionados e os produtos fermentados foram analisados por cromatografia gasosa como 
também as características de pH, sólidos solúveis e açúcar redutor para estabelecer a cinética do 
processo fermentativo a cada 24h durante cinco dias. As principais descrições de aroma para o 
fermentado de resíduo de goiaba foram frutal, mel, fruta verde, ameixa, goiabada, banana, 
fermento e álcool. Foram detectados 43 compostos voláteis no produto fermentado obtido pelo 

uso do resíduo de goiaba. Dentre os compostos identificados destacam-se: -cariofileno, acetato 

de 2-feniletil, -humuleno, bisaboleno, humuleno, 3-metil butanol, bergamoteno, -cadineno, 
óxido de cariofileno e 2-feniletanol. A produção dos compostos voláteis foi bastante rápida, e na 
maioria dos casos, essa produção aconteceu a partir do primeiro dia de fermentação e teve o seu 
máximo entre 24-48h de fermentação. Segundo a análise da superfície de resposta, o processo 
de produção foi otimizado, onde a maior produção do acetato de 2-feniletil foi obtida em 

concentrações entre 25 a 35g/L de extrato de levedura, entre 40 a 60 g/L de glicose; do -
cariofileno foi obtido em concentrações entre 120 a 140g/L de resíduo de goiaba, e agitação 
entre 160 e 180 rpm enquanto a produção do 2-feniletanol foi obtida na agitação entre 228rpm 
e 5g/L de glicose. A partir dessas condições otimizadas foi possível realizar um escalonamento da 
produção desses compostos no biorreator e foi possível obter uma produção 6 vezes maior para 

os compostos 2-feniletanol e -cariofileno, e 1,5 vezes para o acetato de 2-feniletil. Desta forma, 
neste trabalho verifica-se que o resíduo de goiaba e leveduras isoladas de frutas podem ser 
utilizados para produzir compostos de aroma de grande importância para a indústria de aromas 

e fragrâncias, como o acetato de 2-feniletanol, o 2-feniletanol e o -cariofileno. 
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ABSTRACT 

The increasing demand for flavors in the world market requires new strategies for obtaining these 

compounds which can be produced via fermentation processes using low cost substrates such as 

agroindustrial residues. This turns out to be a viable process and the aroma compounds generated are 

classified as natural. Large volumes of waste in the form of bagasse, husks, kernels or seeds including 

from the processing of fruit pulp are generated and these can be used as substrates in these 

fermentations. Thus the main purpose of this work was to use agro-industrial residues for the production 

of volatile aroma compounds by fermentation processes. In this regard, we investigated the potential of 

the production of volatile compounds by submerged fermentation using guava, passion fruit and umbu 

processing waste as substrates using endophytic microorganisms isolated from guava, passion fruit and 

umbu as well as by using the pure cultures (Aspergillus niger, Kluyveromyces marxianus and 

Kluyveromyces lactis) to produce volatile compounds characteristic of fruity or floral aroma. Initially the 

fruit pulp and wastes from the processing of guava, passion fruit and umbu were chemically characterized 

(moisture, ash, fiber, proteins, lipids, sugars, titratable acidity, Aw, pH and soluble solids). Fermentation 

with different microorganisms in synthetic medium was performed and the fermented products analyzed 

for aroma note. From the results of this sensory analysis, the guava residue and the yeast Kluyveromyces 

lactis were selected since these constituents in the medium produced fruity and floral aromas. The 

volatile compounds produced were captured by two headspace techniques (SPME and Purge & Trap) and 

analyzed in a system of gas chromatography coupled to mass spectrometry. Sixty-two microorganisms 

were isolated and out of these six were selected. The fermented products were analyzed for pH, soluble 

solids and reducing sugars as well as to establish the kinetics of the fermentation process at every 24 

hours for five days. The main aroma descriptors in the fermented products were fruity, honey, fruity 

green, plum, guava, banana and alcohol type notes. Forty-three volatile compounds were detected in the 

fermented product obtained by using the Guava residue in the medium. Among the compounds identified 

were: caryophyllene, 2-phenylethyl acetate, - humulene, bisabolene, humulene, 3-methyl butanol, 

bergamoteno, -cadinene, caryophyllene oxide and 2-phenylethanol. The production of volatile 

compounds was quite rapid and in most cases, this production occurred on the first day of fermentation 

and had achieved its maximum concentration between 24-48h of fermentation. According to the 

response surface method analysis, the conditions of the manufacturing process were optimized. 

Increased production of 2- phenylethyl acetate was achieved at concentrations varying from 25 and 35g/L 

of yeast extract, 40 to 60 g/L glucose. -caryophyllene was obtained at concentrations varying between 

120 and 140g/L of guava waste, and an agitation performed between 160 and 180 rpm. The production of 

2-phenylethanol was obtained at agitation varying from 228rpm and 5g/L glucose. From these optimized 

conditions, scale-up of fermentation was performed in a bioreactor wherein 6 times larger concentration 

of 2-phenylethanol and -caryophyllene compounds, and 1.5 times higher concentration of 2-phenylethyl 

acetate were obtained. This study reveals that guava residue can be used to produce aroma compounds 

of great importance for the flavor and fragrance industry, the compounds being 2-phenylethyl acetate, 2-

phenylethanol and  -caryophyllene. 
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APRESENTAÇÃO 

 

A Tese de Doutorado intitulada “Processo biotecnológico para obtenção dos compostos 

2-feniletanol, acetato de 2-feniletil e -cariofileno pela utilização de resíduo de goiaba” foi 

estruturada em três capítulos, na forma de artigos, nos quais foram abordados (i) uma revisão 

bibliográfica sobre a produção biotecnológica de compostos voláteis utilizando resíduos 

agroindustriais como substratos; (ii) Screening de microrganismos e seleção de resíduos 

agroindustriais para bioprodução de aroma e (iii) Otimização das condições do processo 

fermentativo para o melhor rendimento na produção de compostos voláteis de aroma. 
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INTRODUÇÃO 

 
Desde a pré-história, as frutas tem grande importância na alimentação do homem, que se 

deslocava em busca de alimentos em função da sua sazonalidade. A diversidade climática, solos 

férteis e disponíveis, torna o Brasil com grande potencial produtivo. Aliado a isso, temos uma 

crescente demanda de frutas tropicais no mercado internacional colocando o Brasil como um 

dos mais promissores países a dominar este mercado. Neste cenário, o Brasil destaca-se na 

produção mundial de frutas como um dos maiores produtores de frutas, com uma produção 

superior a 43 milhões de toneladas em 2011, representando cerca de 5% da produção mundial 

(FAO, 2013).  

A região Nordeste destaca-se pela atividade intensa de fruticultura tropical e subtropicais 

tais como manga, melão, uva, laranja, etc. As frutas são processadas para produção de sucos, 

polpas, doces, néctares e comercializados tanto no mercado interno como exportados para 

outros países, o que resulta em grandes volumes de resíduos na forma de bagaços, cascas, 

caroços ou sementes que devem ser adequadamente dispostos. Esses resíduos possuem alto 

valor nutricional, ricos em proteínas, enzimas e óleos essenciais que podem ser utilizados como 

substratos em bioprocessos para a produção e obtenção de produtos com valores diferenciados 

e apreciados, tais como a produção de aroma (Laufenberg, et al., 2003; Dhillon et al., 2004; 

Rocha et al., 2011; Ayala-Zavala, et al., 2011; Dhillon et al., 2013). Dentre os resíduos disponíveis 

podemos destacar os resíduos de goiaba, maracujá e umbu, frutos produzidos na região e 

bastante utilizados pelas indústrias de processamento de sucos do Estado.  

De acordo com os dados do IBGE (2012) são produzidos mais de 300 mil toneladas de 

goiaba anualmente, onde mais de 60% é destinado ao seu processamento gerando cerca de 70 

mil ton de resíduo de goiaba. O maracujá também tem uma produção expressiva produzindo 

mais de 900 mil ton desse fruto, e cerca de 40% destinado ao processamento na forma de polpa 

e suco, gerando cerca de 250 mil ton de resíduo de maracujá. O umbu é produzido em menor 

escala (9 mil ton/ano), no entanto a maior parte da produção é realizada no Nordeste (94%), 

onde quase 2 mil ton são destinadas ao processamento. 

Aromas são componentes importantes para indústria de alimentos e representam cerca 

de ¼ do mercado mundial de aditivos alimentícios movimentando em torno de 22 bilhões de 

dólares por ano (Dubal et al., 2008; Leffingwell, 2013).  

Os aromas sintéticos, por serem oriundos de síntese química, vêm sendo substituídos 

gradativamente pelos de origem enzimática ou fermentativa, em função das novas exigências do 

consumidor por produtos naturais (Bicas et al., 2010; Dhillon et al., 2013). Em alguns países, 

como o Japão e Alemanha, por exemplo, o consumo de aromas sintetizados quimicamente tem 
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diminuído em função de regulamentações que favorecem os produtos obtidos de fontes naturais 

(Huang et al., 2001; Maróstica & Pastore, 2007). 

Diferentemente dos processos químicos, que requerem temperaturas e pressões 

extremas, as conversões microbianas ocorrem sob condições brandas e, em alguns exemplos, os 

produtos são formados estereosseletivamente. Vários microrganismos, tais como bactérias e 

fungos, são reconhecidos por sua capacidade de sintetizar diferentes compostos de aroma. A 

produção de aromas por via biotecnológica apresenta inúmeras vantagens: os produtos são 

legalmente reconhecidos como substâncias naturais, a estereosseletividade é garantida pela alta 

especificidade dos biocatalisadores e as influências externas adversas como fatores climáticos, 

sazonalidade e problemas ambientais podem ser negligenciados. Além disso, a via biotecnológica 

permite a obtenção de produtos mais concentrados e, assim, diminui seu custo de extração 

(Berger, 1995; Demyttenaere & De Kimpe, 2001; Luerce, 2002; Damasceno et al., 2003). 

Podemos, ainda, acrescentar que o rendimento do produto pode ser maximizado por uma 

estirpe adequada ou otimização do processo, e os custos de produção podem ser minimizados 

através da utilização de materiais de partida baratos (Rungsardthong & Noomhom, 2005). 

Dentro desse contexto, o aproveitamento de resíduos agroindustriais como fonte de 

carbono em bioprocessos vem sendo bastante pesquisado. Segundo o IPEA (2012), os principais 

setores da agroindústria geram cerca de 290 milhões de toneladas/ano de resíduos sólidos, e a 

sua utilização como substrato em processos fermentativos, minimizaria problemas ambientais 

causados pelo acúmulo destes compostos no ambiente, além de gerar produtos de grande 

relevância industrial com grandes benefícios para o país. Podemos destacar a aplicação desses 

resíduos em bioprocessos para obtenção de produtos de alto valor agregado como papel e 

celulose (Prasertsan & Prasertsan, 1996), enzimas (Antier et al., 1993; Boccas et al., 1994; Bravo 

et al., 2000; Castilho et al., 2000; Kapoor et al., 2000; Dhillon et al., 2004; Oliveira et al., 2006; 

Damaso et al., 2008; Mamma et al., 2008; Guimarães et al., 2009; Souza et al., 2010; Santos et 

al., 2011; Onofre et al., 2012), ácidos orgânicos (Vandenberghe et al., 2000; John et al., 2006; 

Chenyu et al., 2008; Imandi et al., 2008; Sharma et al., 2008; Mafakher et al., 2010; Dhillon et al., 

2011), antibióticos (Adinarayana et al., 2003; Ellaiah et al., 2004), compostos bioativos (Vattem & 

Shetty, 2003; Hernández et al., 2008), pigmentos (Fregova et al., 1994; Aksu & Eren, 2005; Tinoi 

et al., 2005) e compostos voláteis (Medeiros et al., 2000; Soccol & Vandenbergue, 2003; 

Laufenberg, et al., 2003; Ramos et al., 2008; Rossi et al., 2009; Aggelopoulos et al., 2014; 

Paraskevopoulou & Mantzouridou, 2014). 

Entretanto, estudos utilizando resíduos de frutas são escassos, e a maioria deles visa à 

obtenção de enzimas: polpa de maçã (Berovic & Ostroversnik, 1997; Liu et al., 2008), coco verde 

(Coelho et al., 2001), resíduo de morango e maçã (Zheng & Shetty, 2000), resíduo de citros 

(Mamma et al., 2008), resíduo de maracujá (Souza et al., 2010), resíduo de manga (Santos et al., 

2011).  
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Na literatura consultada foram registrados poucos trabalhos utilizando resíduos de frutas 

como substrato para a produção de compostos voláteis, destacando-se bagaço de maçã 

(Bramorski et al., 1998; Christen et al., 2000; Medeiros et al., 2000); casca de coco verde (Ramos 

et al., 2008), resíduo de citrus (Rossi et al., 2009; Aggelopoulos et al., 2014; Paraskevopoulou & 

Mantzouridou, 2014). Estes estudos têm chamado atenção das indústrias alimentícia, cosmética 

e farmacêutica que têm compostos naturais e que, em pouco tempo, deve dinamizar esta área 

de pesquisa. Diante do exposto, é incontestável o estudo na otimização da bioprodução de 

compostos voláteis de aroma utilizando substratos disponíveis como os resíduos de frutas. Neste 

contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial dos resíduos agroindustriais em 

produzir aromas através de fermentação submersa, como também otimizar as condições do 

processo biotecnológico para obtenção de compostos de aroma promissores tais como: -

cariofileno, 2-feniletanol e acetato de 2-fenil. 
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OBJETIVOS 

 
Objetivo Geral: Utilizar resíduos gerados pela indústria de processamento de polpas dos 

frutos de goiaba, maracujá e umbu como substratos para a produção de compostos voláteis de 
aroma através de fermentação submersa e otimizar as condições do processo biotecnológico. 
 

 Objetivos Específicos 

 

 Determinar as características físico-químicas da polpa e dos resíduos dos processamentos 
de polpas de goiaba, maracujá e umbu;  

 Isolar e selecionar microrganismos endófitos a partir das frutas de goiaba, maracujá e 
umbu com potencial para produção de aromas promissores mediante análise sensorial; 

 Avaliar sensorialmente as notas dos aromas e determinar instrumentalmente os 
compostos de aroma produzidos na fermentação dos resíduos das frutas com os 
microrganismos endófitos selecionados; 

 Verificar a eficácia de culturas puras (Aspergillus niger, Kluyveromyces marxianus e 
Kluyveromyces lactis) utilizadas em meio sintético para a produção de aroma mediante a 
análise sensorial do aroma dos produtos fermentados; 

 Selecionar o melhor resíduo agroindustrial entre os resíduos de goiaba, maracujá e umbu, 
para a produção de aroma por cultura pura selecionada em fermentação submersa; 

 Separar, identificar e quantificar os compostos voláteis de aroma nos produtos 
fermentados através da técnica analítica de cromatografia gasosa e espectrometria de 
massa; 

 Otimizar as condições de fermentação (composição do meio de cultura, agitação e 
temperatura) para a obtenção de compostos voláteis de aroma; 

 Verificar o potencial do processo fermentativo realizado em escala de bancada e no 
biorreator. 

 



10 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Capítulo 1 

 

CAPÍTULO 1 

 

PRODUÇÃO BIOTECNOLÓGICA DE COMPOSTOS VOLÁTEIS UTILIZANDO RESÍDUOS 

AGROINDUSTRIAIS 

 

1.1. INTRODUÇÃO 

 

O interesse no estudo da biotransformação para a produção de compostos de interesse 

comercial tais como produção de enzimas, aromas, corantes, biossurfactantes, biopesticidas, 

ácidos orgânicos, alimentos fermentados, biorremediação e biodegradação de compostos e 

detoxificação biológica de resíduos agroindustriais é imenso e pode ser considerado uma 

consequência da demanda por insumos de menor custo (Pandey et al., 2000; Coelho et al., 2001; 

Battestin et al., 2005). O estudo sobre a obtenção de aromas a partir de resíduos de frutas tem 

chamado a atenção dos pesquisadores, onde verifica-se que é possível extrair aromas de 

resíduos agroindustriais para a aplicação na indústria de alimentos, uma vez que microrganismos 

existentes nos próprios resíduos podem produzir diversos aromas de forma natural. 

A produção biotecnológica de aromas naturais é bastante estimulada pela demanda dos 

consumidores por produtos naturais e saudáveis, aumentando as pesquisas na produção 

microbiana dos chamados “bioaromas” enquanto a produção convencional de aromas envolve 

um processo químico (sintético). A obtenção de aromas por esta nova tecnologia é realizada de 

forma natural, via fermentação, a partir do uso de material orgânico. Sendo assim, o aspecto 

inovador desta tecnologia é o próprio produto, que é diferenciado dos demais por ser 

totalmente natural, além do estabelecimento das condições ótimas para sua obtenção (Li et al., 

2012).  

Por outro lado os resíduos agroindustriais são fontes de carbono proporcionando um 

meio importante para redução de custos de fermentação e minimizar problemas ambientais 

causados pela sua disposição, o que representa uma solução econômica e interessante para os 

países com uma abundância destes materiais, como é o caso do Brasil (Galembeck, 2010; 

Virmond et al., 2013). Acompanhando o cenário nacional, a fruticultura no Estado de Sergipe 

está em plena expansão com a presença de empresas promissoras de processamento de frutas e 

as mesmas geram grandes volumes de resíduos, que constituem matérias-primas naturais de 

baixo custo, justificando o desenvolvimento deste trabalho. Desta forma, pretende-se dar acesso 

ao conhecimento aprofundado de uma tecnologia promissora, como, por exemplo, a produção 

biotecnológica de compostos voláteis utilizando resíduos agroindustriais, e assim visando a 

contribuição com impactos ambientais e sociais positivos. 
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1.2. COMPOSTOS VOLÁTEIS 

 

Os compostos voláteis de aroma são resultados das misturas de compostos químicos, 

biologicamente ativos, apresentando estruturas complexas de vários grupos funcionais, 

encontrados em baixas concentrações (Uenojo & Pastore, 2006).  

O estudo dos compostos voláteis tem grande importância na indústria de alimentos, 

cosmética, farmacêutica e química movimentando 20 bilhoes de dólares, sendo que as 10 

maiores empresas representam 73% desse mercado (Leffingwell, 2013). Atualmente, a Europa é 

o maior mercado consumidor de aromas e fragrâncias, representada pelas Empresas Givaudan e 

Firmenich com cerca de 50% desse mercado, refletindo a tradição de manipulação e fabricação 

de perfumes pelos países do velho continente (Speziali, 2012). Apesar do mercado de aromas ser 

bem consolidado e um grande número de compostos identificados, não existem relação destes 

compostos e sua aplicação industrialmente (Pinheiro & Pastore, 2004).  

Compostos de aroma são resultantes principalmente do metabolismo secundário de 

plantas e microrganismos (Heath & Reineccius, 1986; Hamilton-Kemp et al., 1996). Metabólitos 

primários tais como açúcares e aminoácidos são essenciais para o crescimento celular e também 

podem contribuir com notas de sabor e odor. Por exemplo, alguns peptídeos são doces, 

enquanto outros são amargos ou salgados (Scharpf et al., 1986). Contrariamente, os metabólitos 

secundários são substâncias que não são necessárias para a síntese celular (Scharpf et al., 1986; 

Abraham & Berger, 1994). Entre as principais classes de compostos voláteis, os alcoóis, aldeídos, 

cetonas, ésteres, terpenos e lactonas podem ser classificados nesta categoria de metabólitos 

secundários, além de outras moléculas complexas resultantes do metabolismo secundário de 

plantas ou de fontes animais (Hamilton-Kemp et al., 1996; Valduga et al., 2010). Os ésteres 

formados dos fungos, também são exemplos de metabólitos secundários, como mecanismo de 

remoção de ácidos e alcoóis do meio, pois o seu acúmulo seria tóxico para o microrganismo 

(Scharpf et al., 1986; Gatfield, 1995; Pinheiro & Pastore, 2004; Valduga et al., 2010).  

Os compostos voláteis para fins alimentícios são obtidos através de processos sintéticos 

(química fina), por ação microbiana, originários de metabólitos de plantas ou, em menor escala, 

de fontes animais. No entanto, a pesquisa de compostos voláteis é bastante complexa, pois além 

de apresentar diferentes propriedades químicas e estarem presentes em baixas concentrações, 

esses compostos são termolábeis, onde qualquer elevação de temperatura poderá resultar em 

diversas reações químicas (rearranjos, hidrólise, oxidações, ciclizações, etc.) (Bicas et al., 2010). 

Compostos voláteis podem ser formados a partir do metabolismo de lipídios, 

aminoácidos e carboidratos. No metabolismo dos lipídios os produtos primários formados são 

aldeídos e cetonas, como também quantidades substanciais de ácidos, alcoóis, lactonas e ésteres 
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são produzidos pelas reações de oxidações, reduções e esterificações. As diferentes vias que 

ocorrem esses processos incluem a -oxidação, clivagem de hidroxiácidos (produção de lactonas) 

e a oxidação via enzimas lipoxigenases. O metabolismo dos aminoácidos produz muitos 

compostos de aroma tais como alcoóis metílicos ramificados, ésteres, cetonas, compostos 

voláteis que contém enxofre. Alguns compostos voláteis têm origem na tirosina e fenilanina, 

como é o caso do eugenol (Heath & Reineccius, 1986).  

A importância de alguns compostos voláteis para o aroma, assim como sua origem, está 

resumida a seguir, considerando-se as distintas classes químicas a que pertencem. 

1.2.1 Ácidos 

Poucos ácidos orgânicos encontrados durante o processo fermentativo são 

suficientemente voláteis para contribuírem com seu aroma. Porém, tem grande contribuição por 

serem substratos para a biossíntese de outros compostos de aroma tais como em produtos 

lácteos (Armstrong & Brown, 1994). Os ácidos carboxílicos são relativamente baratos e de 

grande importância para a indústria de aromas, seja pelo seu intenso aroma ou como substrato 

em reações enzimáticas (Schrader et al., 2004). Os ácidos propanóico, 2-metilpropanóico e 3-

metilpropanóico são produtos laterais do metabolismo de proteínas das leveduras, enquanto os 

ácidos graxos lineares saturados com número par de átomos de carbono surgem do 

metabolismo dos lipídios (Sponholz et al., 1981). 

 

1.2.2 Alcoóis  

Alcoóis primários e secundários destacam-se como compostos de aroma importantes 

para os alimentos. São os menores contribuintes para o aroma, a não ser que estejam presentes 

em altas concentrações (ppm), ou seja, insaturados (p.ex. octen-3-ol). Os alcoóis são importantes 

como precursores para futuras bioconversões, como, por exemplo, para ésteres e aldeídos 

(Armstrong & Brown, 1994). Os alcoóis nunca foram considerados como fator de qualidade, pois 

a maioria apresenta odor desagradável; com algumas exceções, como o 2-feniletanol (2-FE) foi 

descrito com notas agradáveis como “de perfume” (Etiévant, 1991). Além disso, os alcoóis 

terpênicos (linalol, geraniol, nerol, -terpineol, etc.) contribuem positivamente na qualidade 

aromática. Alcoóis com mais de 2 átomos de carbono e com ponto de ebulição superior ao 

etanol são chamados de alcoóis superiores ou fúseis. A maioria dos alcoóis fúseis é formada 

como produtos laterais da fermentação (Bidan, 1975). 

Alcoóis podem surgir da via metabólica primária de um microrganismo ou pela redução 

de uma carbonila ao álcool correspondente. A produção de um álcool através do metabolismo de 

aminoácidos pode ocorrer por transaminação, descarboxilação e redução ou por desaminação 

oxidativa seguida de descarboxilação e redução. Nas duas vias de produção o produto é sempre 
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um aminoácido menos um grupo amino e um átomo de carbono Na fermentação alcoólica, além 

do etanol, a levedura produz alcoóis de cadeia longa e complexa. Estes compostos e os seus 

ésteres derivados têm interessantes propriedades organolépticas. (Heath & Reineccius, 1986).  

 

2-Feniletanol (2-FE) 

Um dos álcoois aromáticos mais relevantes é o 2-FE, o qual possui aroma semelhante a 

rosas. Sua principal aplicação é na indústria de fragrâncias e em menores volumes, na indústria 

de alimentos para aumentar o sabor e aroma de bebidas leves, bombons, biscoitos e outros 

alimentos (Etschmann et al., 2003; Sendovski et al., 2010). Além disso, é considerado como o 

segundo álcool mais usado em perfumaria e em cosméticos (Etschmann et al., 2004). A 

fragrância de rosas é altamente desejada e popular (Etschmann et al., 2002). É ainda 

predominantemente sintetizado por vias petroquímicas de tolueno, benzeno, estireno, ou 

metilfenilacetato, enquanto que o natural 2- FE é extraído a partir de pétalas de rosa, 

principalmente através de um processo de alto custo, com baixo rendimento (Serpe et al., 2003). 

O óleo essencial de rosas pode, dependendo da variedade, conter mais de 60% de 2-FE (Schrader 

et al., 2004), porém em muitos casos, as concentrações de óleo são muito baixas (Etschmann et 

al., 2002). Pelo seu alto custo, o 2-FE é gerado quimicamente, minimizando os custos de sua 

utilização pela indústria. Anualmente, em torno de 10.000 ton de 2-FE são produzidas, a maioria 

através da síntese química (Hua & Xu, 2011), cuja desvantagem é o custo elevado para a 

purificação desse composto e a geração de resíduos nocivos à saúde e ao meio ambiente. 

Enquanto na forma sintética, o 2-FE custa US$122/Kg e na forma natural custa US$4725 (Sigma, 

2013). De acordo com Adams et al. (2005), o 2-FE não é mutagênico e nem tóxico. 

Diferentes estirpes de levedura tais como Hansenula anomala, K. marxianus ou 

Saccharomyces cerevisiae mostraram um elevado potencial para a produção industrial desse 

composto aromático, o qual é derivado a partir de 2- fenilalanina por bioconversão. Assim, 

verifica-se que este composto possui grande interesse industrial (Fabre et al., 1999). Segundo 

Stark et al. (2003), ele pode ser adicionado para modificar certas composições de aromas, 

especialmente em formulações de notas frutadas, onde contribui organolepticamente. Na Tabela 

1 estão representadas as principais características físicas e químicas do 2-FE.  

A maioria dos compostos químicos possui várias nomenclaturas: por exemplo, o álcool 

feniletílico ou 2-feniletanol é conhecido como álcool 2-feniletílico, álcool β-feniletílico, benzil 

carbinol, β-hidroxi-etil-benzeno. Assim sendo, está incluído no catálogo FEMA-GRAS, de 

compostos seguros para serem utilizados em alimentos como substâncias flavorizantes, e está 

cadastrado sob o número 2858.  
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Tabela 1: Propriedades físicas e químicas do 2-feniletanol 

Propriedades Descrição 

Características líquido incolor com um cheiro de pétalas de rosa e mel 

Coloração Líquido incolor 

Densidade à 20°C 1,0202 g/cm3 

Fórmula espacial 

 
Fórmula molecular C8H10O 

Indice de refração à 20°C 1,5325 

Massa molecular 122,16 g/mol 

Ponto de ebulição (101,3 Kpa) 219-221°C 

Ponto de fusão -27°C 

Sinônimos 
álcool feniletílico, álcool 2-feniletílico, álcool β-feniletílico, 
benzil carbinol, β-hidroxi-etil-benzeno. 

Solubilidade 
19g/L em água a 20°C, soluveis em álcoois, ésteres, aldeídos, 
benzil benzoato, oleo mineral, solventes clorados 

Fonte: Etschman et al. (2002) 

De maneira geral, inúmeras leveduras são capazes de produzir 2-FE durante seu 

metabolismo (Etschmann et al., 2002). O 2-FE pode ser obtido através de rotas metabólicas 

usando glicose como fonte de carbono, ou então pela adição de L-fenilalanina (L-PHE), sendo o 

seu precursor natural (Wittmann et al., 2002). Sendo assim, se obtém 2-FE através da 

bioconversão de L-PHE ou então, pela síntese de novo a partir do catabolismo da glicose. 

As leveduras são ótimas produtoras de 2-FE, tanto através do catabolismo dos açúcares 

e/ou o anabolismo de L-PHE. Muitas espécies são capazes de produzir 2-FE, porém, as 

quantidades e a rota utilizada podem sofrer modificações. Dentre as espécies de leveduras 

produtoras: Saccharomyces cerevisiae, Hansenula anômala e várias cepas de Kluyveromyces são 

capazes de formar grandes quantidades de 2-FE a partir de L-PHE (Stark et al., 2003b). Pichia 

fermentans L5, uma cepa isolada do solo, e também é capaz de produzir 2-FE (Huang et al., 

2001). Leal (2012) utilizou a Kluyveromyces marxianus em meio contendo resíduo de graviola 

para produzir 2-FE. 

 

1.2.3 Aldeídos 

Os aldeídos são compostos bastante voláteis, de aromas penetrantes e enjoativos, 

dependendo do tamanho da cadeia e quantidade presente. De modo geral, aldeídos com até oito 
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átomos de carbono tais como acetaldeído (C2H4O), formaldeído (CH2O) e furfural (C5H4O2), 

apresentam aromas indesejáveis enquanto que os de cadeia maiores, acima de dez carbonos, 

apresentam aromas agradáveis e são geralmente formados pela redução de ácidos graxos, sendo 

de ocorrência da fermentação alcoólica (Nykäne, 1986; Rodríguez & Mangas, 1996; Alcarde et 

al., 2011).  

Os aldeídos têm grande importância comercial, com destaque para o acetaldeído, visto 

que este contribui para a nota de frescor e pungência em alimentos e bebidas. Outro exemplo é 

a vanilina (4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeído), que é o aroma químico mais apreciado 

mundialmente (Sinha et al., 2008).  

Outro importante aldeído é o hexanal, que tem sido utilizado nas indústrias cosmética, 

para produção de fragrâncias, e alimentar, devido às suas propriedades antimicrobianas (Griffin 

et al., 1999; Schade et al. 2003). O benzaldeído é um importante intermediário na indústria de 

perfumes, corantes, alimentar (como aromatizante), farmacêutica e agroquímica (Dudareva et 

al., 2004). 

 

1.2.4 Cetonas 

Cetonas e dicetonas são caracterizadas pela presença do grupo carbonila e podem ser 

classificadas em alifáticas, aromáticas ou derivadas de fenol. Cetonas alifáticas, como acetona e 

diacetil são importantes em aroma de queijos maturados por fungos. As cetonas produzidas por 

via biotecnológica são na sua maioria alifáticas como, por exemplo, as 2-alcanonas 

(metilcetonas) produzidas por fungos (Armstrong & Brown, 1994). 

A cetona -ionona, possui aroma de rosas, apresenta limite de percepção de 0,005 mg L-1. 

É muito utilizado em perfumaria devido ao seu aroma floral característico, quando diluído em 

solução aquosa. Alguns descritores de aroma para esta cetona incluem também "fruta", 

"banana" e "doce" (Zea et al., 2001; Ledauphin et al., 2003; Peinado et al., 2004). 

 

1.2.5 Ésteres  

Os ésteres estão entre os compostos mais importantes para a indústria de aromas. São 

importantes tanto para alimentos naturais, como frutas, quanto em alimentos fermentados, 

presentes consideravelmente em baixas concentrações (1 a 100ppm) (Kempler, 1983).  

O principal contribuinte dos aromas frutais em produtos fermentados são os ésteres 

acetatos, destacando-se: acetato de isoamila, acetato de etila e acetato de feniletila (Yoshikawa, 

1999; Hérnandez-Orte et al., 2002; Torrea et al., 2003).  
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Os ésteres foram os primeiros compostos produzidos sinteticamente, porém sabe-se que 

podem ser produzidos por rotas microbiológicas ou enzimáticas (Janssens et al., 1992; Jong & 

Birgmingham, 1993). Muitos dos ésteres detectados durante a fermentação são formados 

enzimaticamente, através da proteólise da acil coenzima-A correspondente, pela ativação dos 

cetoácidos ou por esterificação de um ácido orgânico com um álcool (Armstrong & Brown, 1994). 

A segunda via, pode levar a inúmeros ésteres de importância econômica como butirato de etila. 

 

Acetato de 2-fenetil (2-FEA) 

O 2-fenetil acetato (2-FEA) é um éster aromático, ocorrendo naturalmente no melão, 

maçã, abacaxi, uva, conhaque, amoras, azeitonas. Possui aroma doce, rosas e mel. Assim como a 

maioria dos ésteres é aplicado como agente flavorizante e odorificante em perfumarias, sendo 

também considerado como um aditivo alimentar GRAS (Generally Regarded As Safe) (Sigma, 

2013). Na Tabela 2 estão representadas as principais caracteristicas físicas e químicas do 2-FEA.  

 
Tabela 2: Propriedades físicas e químicas do 2-FEA 

Propriedades Descrição 

Características Líquido claro, amarelo pálido com cheiro doce, floral 

Coloração Líquido incolor 

Densidade à 20°C 1,032g/cm3 

Fórmula Centesimal C10H12O2 

Fórmula espacial 
 

 

Indice de refração à 20°C 1,498 

Massa molecular 164,2g/mol 

Ponto de ebulição (101,3 Kpa) 238-239°C 

Ponto de fusão -31°C 

Sinônimos 
fenetilacetato, acetato de fenetila, acetato de 2-fenetila, 2-fenil-
etilacetato, acetato de β-fenil-etil, benzilcarbinilacetato. 

Solubilidade  
Insolúvel em água, solúvel em etanol, éter e outros solventes 
orgânicos 

Fonte: Sigma (2013); http://www.wolframalpha.com/entities/chemicals/2-phenylethyl_acetate/12/ou/a4/ 

 

Apesar do reconhecido potencial aromático desse composto, poucos relatos existem na 

literatura à respeito de suas aplicações e propriedades, principalmente no tocante a produção 

exclusiva deste compostos por via biotecnológica. Os microrganismos Hansenula anomala 

(Albertazzi et al., 1994), Kluyveromyces marxianus (Adler et al., 2011), culturas mista de 

http://www.wolframalpha.com/entities/chemicals/2-phenylethyl_acetate/12/ou/a4/
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Hanseniaspora osmophila, Hanseniaspora vineae ou Saccharomyces cerevisiae (Viana et al., 

2009; Viana et al., 2011) têm demonstrado eficiência para a produção deste composto. 

 

1.2.6 Lactonas 

São ésteres cíclicos de hidroxiácidos, potentes compostos de aroma encontrados em 

grande variedade de alimentos. Estão associados com aromas de frutas, como coco (-

dodecalactona) e pêssego (4-decalactona), manteiga (jasmina), doce (-dodecalactona) e nozes 

(-decalactona) (Kempler, 1983; Janssens et al., 1992). Contudo, podem ser responsáveis por 

odores indesejáveis como o de ranço. As lactonas têm alto valor comercial devido ao seu baixo 

valor de threshold (Jong & Birgmingham, 1993). As lactonas podem ser formadas a partir de 

aminoácidos (Heath & Reineccius, 1986) ou ácidos graxos (Feron et al., 1996). A maioria das 

lactonas é produzida quimicamente, porém a utilização de microrganismos tem a vantagem da 

produção de lactonas opticamente ativas (Gatfield, 1995). Alguns fungos do gênero Tricoderma 

produzem a 6-pentil--pirona, que possui aroma de coco e apresenta propriedades 

antimicrobianas. 

 

1.2.7 Pirazinas 

São compostos heterocíclicos que contem nitrogênio e contribuem significativamente 

para o aroma de muitos alimentos. São frequentemente associados a aroma típico de alimentos 

tostados, formados na reação de Maillard. As pirazinas têm sido isoladas de vegetais e associadas 

à características sensoriais de alimentos como pipoca, batatas, pimentão (Heath & Reineccius, 

1986; Jong & Birgmingham, 1993). Com a atual demanda de alimentos pré-prontos, as pirazinas 

têm sido usadas como aditivos para contribuir no aroma (Longo & Sanromán, 2006). Alguns 

exemplos de pirazinas utilizadas como aromas são 3-metoxi-isopropil-pirazina (aroma de ervilha, 

batata), 2-metoxi-3-isobutil-pirazina (aroma de pimenta), 2,5-dimetil-pirazina (aroma de nozes) 

(Reineccius, 2006). 

 

1.2.8 Sulfurados 

Os compostos sulfurados apresentam valores de “threshold” muito baixo e, portanto, 

podem ser percebidos em concentrações muito baixas, além do fato de pequenas variações 

positivas em sua concentração poderem causar aroma desagradável no produto. Normalmente 

associa-se uma conotação negativa ao cheiro emanado pelos compostos sulfurados (Darriet et 

al., 1999). Os compostos sulfurados podem ocorrer devido à processos de degradação 

enzimáticos ou não enzimáticos. O processo enzimático envolve a degradação de aminoácidos, 

ou de outros produtos oriundos do processo fermentativo que contenham enxofre. A via não 
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enzimática inclui reações térmicas, fotoquímicas e outros tipos de reações de compostos 

sulfurados durante o processo (Mestres et al., 2000). Os compostos dimetil sulfito, 3-

metiltiopropanol (metionol), 4-metiltiobutanol foram identificados como aromas de impacto 

favoráveis em alimentos e bebidas (Darriet et al., 1999). 

 

1.2.9 Terpenos 

Os terpenos são os maiores constituintes e responsáveis pelo aroma característico dos 

óleos essenciais. Tais compostos são hidrocarbonetos, compostos de unidades de isopreno, 

podendo ser cíclicos, com cadeia aberta, saturados ou insaturados e oxidados. Os terpenos com 

propriedades aromatizantes podem ser sintetizados como metabólitos secundários por uma 

grande variedade de vegetais superiores e microrganismos, principalmente Ascomicetos e 

Basiodiomicetos, capazes de produzir terpenos como citronelol, geraniol, linalol, nerol e -

terpineol (Janssens et al., 1992). Estes fungos são adequados aos processos biotecnológicos 

devido ao seu comportamento nos meios de cultura, crescendo tanto em meio líquido ou 

semissólido, de composição simples. Terpenos são substratos favoritos para o processo de 

bioconversão. Muitos microrganismos são capazes de hidrolizar terpenos, produzindo compostos 

de maior valor. Os mais recentes avanços nesta área foram obtidos na biotransformação do 

limoneno em -terpineol, composto muito usado em cosmética e produtos alimentícios 

(Janssens et al., 1992; Longo & Sanromán, 2006; Bicas et al., 2010). Um dos primeiros relatos na 

conversão do limoneno a -terpineol foi utilizando Cladosporium sp, onde foi obtido cerca de 1g/L do 

composto (Kraidman et al., 1969). 

 

1.3. INDÚSTRIA E MERCADO DE AROMAS 

 

Historicamente, gregos e romanos perfumavam seus vinhos com rosas, violetas, ervas e 

condimentos exóticos, trazidos da China, Índia e Egito pelos mercadores venezianos. Na Europa, 

esses ingredientes foram misturados, também, aos alimentos para torná-los mais palatáveis. 

Durante o século XIX, avanços na química orgânica tornaram possíveis que importantes 

substâncias aromatizantes, como a vanilina e a cumarina, fossem sintetizadas e adicionadas aos 

produtos alimentícios (Chiappini et al., 2005). Aromas e fragrâncias desempenham o importante 

papel de prazer e satisfação há centenas de anos.  

O sabor é fator decisivo na aceitação e escolha dos alimentos e bebidas e consiste numa 

resposta integrada às sensações do gosto e aroma. O gosto é resultado dos componentes não 

voláteis presentes nos alimentos, tais como açúcares, sais, ácidos, etc. Por outro lado, o aroma 

resulta da mistura de compostos químicos, com baixo peso molecular (<400 Dalton), 

biologicamente ativo, apresentando estruturas complexas de vários grupos funcionais, 
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encontrados em baixas concentrações. O aroma, segundo a análise sensorial é um dos 

parâmetros mais poderosos para determinar a qualidade do produto e aceitação. A característica 

mais comum dos compostos aromáticos é a sua volatilidade (massa molecular geralmente 

inferior a 400 Da). Estas moléculas podem ser hidrocarbonetos, alcoóis, aldeídos, cetonas, 

ácidos, ésteres, lactonas, ou que estão presentes em baixas concentrações na composição dos 

produtos alimentares (Bicas et al., 2010). 

O aroma em alimentos é considerado o mais importante atributo pela sua grande 

influência na aceitação/rejeição de um alimento e sua percepção é um processo dinâmico que 

envolve características físicas, químicas e sensoriais (Piggott, 2000). São formados por diversas 

classes químicas, dentre essas temos os terpenos, alcoóis, aldeídos, ésteres, lactonas, e outras 

moléculas complexas que resultam do metabolismo de fungos filamentosos e leveduras, com 

diferentes propriedades físico-químicas. (Gatfield, 1988; Gómez et al., 1994; Rosillo et al., 1999; 

Longo & Sanromán, 2006)  

A indústria original de aromas e fragrâncias foi influenciada por quatro áreas tecnológicas: 

1) a extração natural de aromas e óleos essenciais de plantas e, em menor escala, de fontes 

animais; 2) a química, que tem representado um papel importante na identificação de algumas 

moléculas de propriedades sensoriais, e também no desenvolvimento de processos eficientes, 

baseados na síntese orgânica utilizando derivados petroquímicos como matéria-prima; 3) 

alimentos fermentados tradicionais, como cerveja, vinho, vinagre, pão, queijo e iogurte, que 

incentivaram pesquisas biotecnológicas e agora são beneficiadas pelos avanços na engenharia de 

bioprocessos. E finalmente, o progresso que propiciou um aumento no conhecimento científico 

das reações que ocorrem durante o cozimento e o processamento dos alimentos (Cheetham, 

1993). 

Aromas são componentes importantes para indústria de alimentos e representam cerca de 

¼ do mercado mundial de aditivos alimentícios (Figura 1) movimentando em torno de 22 bilhões 

de dólares por ano (Dubal et al., 2008; Leffingwell, 2013). No Brasil, estima-se que o setor de 

aditivos atingiu cerca de 2 bilhões de reais, em 2008, e desse montante 50% seja mercado de 

aromas (ABIAM, 2013). Os compostos aromáticos podem ser obtidos tradicionalmente através 

de extrações dos recursos naturais (Xie et al., 2006; Zhang et al., 2006; Dhillon et al., 2013), tais 

como plantas, flores, frutos, pela ação de enzimas e microrganismos ou pela síntese química. As 

plantas são a maior fonte de óleos essenciais e aromas, mas o seu uso depende da dificuldade de 

fatores de controle como as condições do tempo e pragas em plantas. Uma alternativa é a 

utilização de metodologias biotecnológicas pela ação de enzimas e/ou microrganismos, 

originários de metabólitos de plantas ou ainda do metabolismo animal (Janssens et al., 1992; 

Cheetham, 1993). 
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Figura 1: Parcelas de mercado dos setores individuais da indústria de flavor e fragrâncias. 
Fonte: Leffingwell (2013). 

1.4. AROMAS NATURAIS E SINTÉTICOS 

 

As substâncias químicas promissoras de aroma podem ser classificadas devido à sua 

origem, em aromas naturais e aromas sintéticos. Schrader et al. (2004) define aroma natural 

como produtos derivados de bioprocessos a partir de substratos naturais, os quais já foram 

identificados em plantas ou outras fontes naturais.  

A síntese química convencional é viável e bastante utilizada, porém a geração de aromas 

por biotecnologia está altamente impulsionada pelas inúmeras vantagens e benefícios tornado-

se altamente atrativa (Krings e Berger, 1998; Schrader et al., 2004). Embora esteja limitado a 

alimentos “Premium” visto seu alto preço (até duas ordens de magnitude) do que os de seus 

análogos quimicamente sintetizados (Schrader et al., 2004). 

A legislação para aromas naturais na Europa, Brasil e EUA, é claramente definida pelos 

órgãos competentes. Na Europa através da Diretiva 88/388/EEC (CEC, 2013), é definido como 

uma “substância flavorizante, a qual é obtida por apropriados processos físicos (incluindo 

destilação e extração com solventes) ou processos enzimáticos ou microbiológicos a partir de 

material de origem vegetal ou animal, tanto na forma de matéria-prima, quanto no estado após 

o processamento para utilização no consumo humano através de tradicionais processos de 

obtenção de alimentos.”. 

Nos EUA o código federal de regulamentação (FDA, 2013) define, “óleos essenciais ou 

oleoresinas, essências ou extratos, hidrolisados proteicos, resíduos de destilação, ou qualquer 

produto obtido por torrefação, aquecimento ou lise com enzimas, o qual contenha os 

constituintes de aroma derivado de especiarias, suco de frutas, vegetais ou suco de vegetais, 

leveduras comestíveis, ervas, árvores (casca, brotos, raízes, folhas ou similares), carnes, frutos do 
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mar, aves domésticas, ovos, laticínios ou produtos da fermentação que possuam significância 

tanto nutricional ou flavorizante no alimento”. 

No Brasil, em 2007, foi aprovado o Regulamento Técnico sobre Aditivos Aromatizantes e 

Aromas (Anvisa, 2007) que, à semelhança dos regulamentos internacionais, define como aromas 

naturais “àqueles obtidos exclusivamente mediante métodos físicos, microbiológicos ou 

enzimáticos, a partir de matérias primas aromatizantes e aromas naturais. Entende-se por 

matérias-primas aromatizantes/aromas naturais os produtos de origem animal ou vegetal 

normalmente utilizados na alimentação humana, que contenham substâncias odoríferas e/ou 

sápidas, seja em seu estado natural ou após um tratamento adequado (torrefação, cocção, 

fermentação, enriquecimento, enzimáticos, etc.). Os aromatizantes/aromas naturais 

compreendem óleos essenciais, extratos, bálsamos, oleoresinas e oleogomaresinas e substâncias 

aromatizantes/aromas isolados.”. 

De acordo com Tyrell (1995) existem 3 categorias de aromas naturais: 1- Formados durante 

o metabolismo natural de animais e plantas; 2- Formados durante a ação das enzimas e 

microrganismos e 3- Formados durante o processamento térmico de ingredientes naturais. 

A International Organization of the Flavor Industry (IOFI), organismo representativo da 

indústria mundial de flavorizantes, incluiu o uso de bactérias, leveduras, fungos filamentosos, 

células animais ou vegetais, e enzimas derivadas destas, como processo bioquímico para 

produção de substâncias flavorizantes naturais. Entretanto, certas condições devem ser 

asseguradas para que o aroma produzido biotecnologicamente seja considerado natural: 

matéria-prima seja natural, apenas processos físicos (extração, destilação e cristalização) sejam 

utilizados para o isolamento e purificação (Gatfield, 1995). 

Tradicionalmente, as principais fontes de extração de aromas naturais eram matérias-

primas como carnes, frutas, folhas, ervas e sementes condimentares. Devido a questões 

ecológicas e políticas, o uso de animais e plantas foi se tornando problemático e essas fontes 

tradicionais foram sofrendo uma diminuição na sua disponibilidade, acarretando um aumento no 

valor comercial dos compostos extraídos. Além disso, a sazonalidade, dependência de fatores 

climáticos, a natureza do processo de extração dos compostos e a variabilidade na quantidade e 

na qualidade do produto final foram fatores que tornam a obtenção onerosa e provocaram 

irregularidades no suprimento do mercado (Rungsardthong & Noomhom, 2005; Longo & 

Sanromán, 2006). 

Há uma tendência mundial da substituição gradativa de aromas sintéticos por aromas de 

origem biotecnológica, classificados como naturais, sejam de origem enzimática ou fermentativa, 

embora cerca de 80% da produção do mercado de aromas e fragrâncias ainda sejam através de 

processos químicos (Krings & Berger, 1998; Maróstica Júnior & Pastore, 2007; Laufenberg et al., 

2013). Dentro deste contexto, os microrganismos desempenham um importante papel na 

produção de aromas, em função das novas exigências do mercado consumidor, sendo 
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considerados mais saudáveis e seguros que os seus similares sintéticos e de grande valor 

industrial. Além disso, possuem esteroespecificidade e pureza, eliminando a presença de 

misturas racêmicas. Por outro lado, possui baixa produtividade e alto custo (Damasceno et al., 

2003; Maróstica Júnior & Pastore, 2007). 

1.5. BIOAROMAS 

 

A produção de aromas em alimentos utilizando microrganismos é uma prática existente a 

centenas de anos. Inicialmente, seu uso visava o aumento da vida útil, ocasionada pelos 

processos fermentativos, mas inquestionavelmente contribuía significativamente na formação 

de aromas característicos. Produtos como cerveja, vinho, vinagre, queijos, pães e vegetais 

fermentados devem seu aroma típico à capacidade metabólica de numerosos microrganismos. O 

uso de microrganismos oferece um método alternativo para a produção de aromas, favorecido 

pela produção controlada e podendo ser aplicada em diversas indústrias, principalmente na 

alimentícia. 

Em princípio, podemos dizer que o aroma pode ser obtido através de transformação 

química ou biotecnológica, a qual inclui biotransformações microbiológicas e enzimáticas, 

engenharia genética e síntese de novo, onde os microrganismos são capazes de produzir 

compostos de aroma por fermentação a partir de nutrientes simples, como açúcares e 

aminoácidos; ou pelo processo de bioconversão, onde os microrganismos catalisam reações 

específicas de precursores adicionados ou intermediários (Janssens et al., 1992; Franco, 2004).  

De maneira geral, os microrganismos são metabólitos secundários sendo gerados até que 

este tenha completado toda sua fase de crescimento logarítmico e tenha iniciado a fase 

estacionária do ciclo de crescimento (Tortora et al., 2005), quando está na fase estacionária, 

normalmente a produção de metabólitos é aumentada (Scharpf et al., 1986). Os metabólitos 

secundários inibem as espécies competidoras e assim contribuem para a sobrevivência do 

microrganismo. Além disso, segundo os mesmos autores, a liberação de compostos voláteis em 

fungos estimularia a germinação de esporos. Porém, existem casos relatados na literatura que a 

produção desses compostos não ocorre na fase de metabolismo secundário (Berger, 1995). Um 

estudo realizado por Jiang (1995) demonstrou produção de ácido abscísico já na fase inicial de 

crescimento por Cercospora rosicola, que aumentou em paralelo com a massa celular seca. 

Abraham & Berger (1994) têm relatado a produção de citronelol por cultura submersa de 

Myrcena pura já a partir do primeiro dia de fermentação. 

A produção de aroma por células vivas depende, como qualquer processo fisiológico, de 

parâmetros exógenos, tais como técnica de produção, temperatura, aeração, pH, iluminação, 

agitação, atividade de água, pressão parcial dos gases e variedade de nutrientes e linhagem da 

cepa (Sariaslani & Rosazza, 1984; Scharpf et al., 1986; Gatfield, 1988; Janssens et al., 1992; 
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Armstrong & Brown, 1994; Welsh, 1994; Berger, 1995; Sanchez & Demain, 2002; Hernández-Orte 

et al., 2005; Liu et al., 2006; Bhatt et al., 2013).  

A composição do meio de cultura - fontes de carbono, nitrogênio e outros elementos - 

são também fatores determinantes do tipo e quantidade dos compostos de aroma produzidos. 

Fosfatos e elementos traços, como ferro, zinco e magnésio estão envolvidos em várias etapas do 

metabolismo, consequentemente tem papel importante na produção de aroma, não apenas a 

presença como também a ausência, pode ser fundamental na produção destes compostos 

(Armstrong & Brown, 1994; Aksu & Eren, 2005). Embora outros compostos possam ser utilizados 

para as fermentações, os açúcares são os substratos principais deste processo. 

A especificidade da cepa é um fator crítico para a produção de aroma e a literatura relata 

que pode haver grande variação entre as cepas de um único microrganismo, como é o caso de 

Phlebia radiata que possui no mínimo 25 cepas, sendo que apenas 2 são capazes de produzir 

compostos de aroma (Armstrong & Brown, 1994). 

O desafio na produção de aromas a partir de microrganismo está no conhecimento das 

vias metabólicas da formação dos compostos voláteis, sua natureza química, além das reações 

não enzimáticas que poderiam alterar ou destruir aromas desejáveis Um dos primeiros relatos 

sobre a biossíntese de aromas através de microrganismos foi realizado por Omelianski (1923), 

onde os gêneros Mycoderma, Pichia, Willia e Torula e outros isolados de uva, de grãos úmidos de 

cevada, de suco de abacaxi, de folhas de ruibarbo, de queijo, de leite e de pão foram citados 

como produtores de um agradável e complexo aroma de frutas.  

Apenas a partir da década de 50, após estudos sobre a fisiologia microbiana e a produção 

de aromas, como também o avanço na cromatográfica gasosa de alta resolução acoplada com a 

espectrometria de massas um número significativo de trabalhos sobre compostos aromatizantes 

produzidos por bactérias, fungos filamentosos e leveduras começou a ser publicado, conforme 

pode ser verificado na Tabela 3. A literatura tem relatado ao longo dos anos alguns trabalhos 

relacionados a produção de aromas por processos fermentativos, os quais estão relacionados na 

Tabela 3.  



24 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Capítulo 1 

 

Tabela 3: Microrganismos como produtores de aromas utilizando diversos substratos em diferentes tipos de processos fermentativos 
Tipo de 

Fermentação 
Substrato Microrganismo Compostos de aroma Referência 

SmF Destilados de leite Pseudomonas fragi Ésteres de isovalerato Pereira & Morgan 
(1958) 

SmF Leite homogeneizado Pseudomonas fragi Acetato de etila; propionato de etila; butanoato de etila; 
isovalerato de etila; hexanoato de etila 

Reddy et al. (1968) 

SSF Farelo de trigo Aspergillus flavus 3-metil-butanol; 3-octanona; 3-octanol; 1-octen-3-ol; 1-
octanol; cis-2-octen-1-ol. 

Kaminski et al (1972) 

SmF Meio sintético Sporobolomyces odorus Alcoóis, ésteres, aldeídos e lactonas Tahara et al. (1973) 
SSF Farelo de Trigo Aspergillus (diversos tipos), 

Penicillum (diversos tipos), 
Alternaria, Cephasporum, 

Fusarium sp. 

1-octen-3-ol Kaminski et al. (1974) 

SmF Meio sintético Ceratocystes moniformis Ésteres Lanza et al. (1976) 
SmF Meio sintético Kluyveromyces lactis citronelol, linalol, genraniol Drawert & Barton 

(1978) 
SmF Meio sintético Fusarium poae Lactonas Sarris & Latrasse (1985) 
SmF Meio sintético Ischnoderma benzoinum Benzaldeído; Anisaldeído Berger et al. (1987) 
SmF Meio sintético Geotrichium penicillatum Ésteres Janssens et al. (1988) 
SmF Meio sintético Geotrichium candidum Alcoóis; Ésteres Latrasse & Dameron 

(1988) 
SmF Meio sintético Neurospora sp Hexanoato de etila; 3-metil 1-butanol; Acetoína Yoshizawa et al. (1988) 
SmF arroz Aspergillus oryzae 1-octen-3-ol Ito et al. (1990) 
SmF Leite desnatado Pseudomonas fragi Butanoato de etila; hexanoato de etila, 2-hexanoato de 

etila, isovalerato de etila; 2-metil hexanoato de etila 
Raymond et al. (1990) 

SmF Leite desnatado Pseudomonas fragi Butanoato de etila; etil 3-metilbutanoato; hexanoato de 
etila 

Cormier et al. (1991) 

SmF Meio sintético 12 linhagens de Neurospora 1-octen-3-ol Yamauchi et al. (1991) 
SmF Meio sintético Kluyveromyces lactis Álcool isoamílico, feniletanol, acetoina, acetato de 

feniletila, isobutanol acido isobutirico e isoamílico 
Jiang (1993) 

SmF Meio sintético 8 linhagens de Neurospora sp 1-octen-3-ol; 3-metil-1-butanol, acetato de etila; etanol Pastore et al. (1994a) 
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isoladas de beiju 
SmF Meio sintético Geotrichum sp. Isovalerato de etila; hexanoato de etila; propionato de 

etila; butanoato de etila 
Pastore et al (1994b) 

SmF Meio sintético 20 linhagens de Basidiomicetos Alcoóis; Ésteres; Cetona; Aldeídos Abraham & Berger 
(1994) 

SmF Meio sintético Kluyveromyces lactis Álcool isoamílico, isobutanol, 2-feniletanol, ácido 
isobutírico, 2-feniletil acetato 2-feniletil isobutirato e 3-

hidroxi-2-butanona 

Jiang (1995) 

SmF Meio sintético Kluyveromyces marxianus Álcool isoamílico; 2-fenil etanol; ácido butírico Fabre et al. (1995) 
SmF Óleo de mamona Sporobolomyces odorus y-decalactona Lee et al. (1995) 
SmF Meio sintético Nerouspora sp 1-octen-3-ol Yamauchi et al. (1996) 
SmF Bagaço de cana, farelo de 

trigo e bagaço de 
mandioca 

Ceratocystis fimbriata 24 CV (1 aldeído, 7 alcoóis, 4 cetonas e 8 ésteres Christen et al. (1997) 

SFF  Soja Bacillus subtilis Pirazinas Besson et al. (1997) 
SSF Bagaço de mandioca, 

bagaço de maçã, 
amaranto e soja. 

Ceratocystis fimbriata Alcoóis, ésteres, cetonas, ácidos e aldeídos. Bramorski et al. (1998) 

SmF Meio sintético Pichia menbranefaciens Acetato de etila, isobutanol, butanol, propanoato de etila, 
allcool isoamílico, álcool amílico, acetato de isoamila, 
acetato de butila, caproato de etila e álcool feniletil 

Marques (1998) 

SmF Meio sintético Aspergillus sp Metilcetonas Oliveira (1998) 
SmF Manipueira Geotrichum fragrans 1-butanol, 3-metil 1-butanol, 2-metil 1-butanol, 1,3-

butanediol, feniletanol, acetato de etila, propionato de 
etila, 2-metil propionato de etila e 2-metil propanóico. 

Damasceno (1999) 

SSF Soja Bacillus subtilis Pirazinas Larroche et al. (1999) 
SSF Bagaço de mandioca; 

Bagaço de maçã 
4 cepas de Rhizopus Acetaldeído; etanol; 1-propanol; acetato de etila, 

propionato de etila; 3-metil butanol 
Christen et al. (2000) 

SmF e SSF Bagaço de cana de açúcar Trichoderma harzianum 6-Pentil-α-pirona (6-PP) Sarhy-Bagnon et al. 
(2000) 

SSF Casca de café Ceratocystis fimbriata Acetaldeído, etanol, isopropanol, acetato de etila Soares et al. (2000) 
SSF Bagaço de maçã, Kluyveromyces marxianus Acetato de etila; etanol; acetaldeído Medeiros et al. (2000) 
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mandioca e cana-de-
açúcar, semente de 

girassol e palma 
Reator Bagaço de mandioca Kluyveromyces marxianus Acetato de etila; etanol; acetaldeído Medeiros et al. (2001) 

SmF Meio suplementado com 
fenilalanina 

Pichia fermentans 2-feniletanol Huang et al. (2001) 

SSF Bagaço de cana de açúcar Trichoderma 6-pentil-a-pirona (6-PP) Araújo et al. (2002) 
SmF Meio sintético Hanseniaspora guilliermondii Acetoína Teixeira et al. (2002) 
SmF Meio sintético Dekkera bruxellensis 4-etilfenol Dias et al. (2003) 
SmF Resíduo de milho Lactobacillus fermentum, 

Saccharomyces cerevisiae and 
Candida krusei 

Alcoóis, carbonil, esters, ácidos Annan etal (2003) 

SSF Resíduos de café Ceratocystis fimbriata Acetato de etila; Etanol; Acetaldeído Medeiros et al. (2003) 
SmF Meio sintético Candida guilliermondii, 

Hansenula subpelliculosa, 
Kloeckera apiculata, 

Kluyveromyces marxianus, 
Pichia membranaefaciens, S. 
Cerevisiae, Torulaspora del- 

brueckii. 

Acetato de etila; Acetato de isoamila Plata et al. (2003) 

SmF Manipueira Geotrichum fragrans 1-butanol, 3-metil 1-butanol, 2-metil 1-butanol, 1-3 
butanodiol; feniletanol; acetate de etila, etil propionato, 

2-metil etil propionato e 2-metil propanóico 

Damasceno et al. 
(2003) 

Semi-sólida Milho Pediococcus pentosaceus  
Lactobacillus acidophilus 

Diacetil Escamilla-Hurtado et al. 
(2005) 

SmF Meio sintético Acremonium nigricans, 
Aspergillus awamori, Aspergillus 

oryzae e 
Kluveromyces marxianus 

2-acetil-1-pirrolina Rungsardthong & 
Noomhom (2005) 

SSF Casca de café Ceratocystis fimbriata Etanol; Acetaldeído; Acetato de etila; Propionato de etila; 
Acetato de isoamila 

Medeiros et al. (2006) 

SmF Meios de cultura Geotrichum candidum Etanol, acetato de etila,isobutanoato de etila, isovalerato Pinotti et al. (2006) 
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contendo sacarose ou 
melaço e milhocina ou 

peptona (com adição de 
aminoácidos) 

de etila, etil tiglate, isobutil isovalerato; isoamil 
isovalerato. 

 

SmF Meio sintético 7 linhagens isoladas de grãos de 
café, água de lavagem de café, 
folhas de pé de café, terra de 
cafezal e de frutas (banana, 

mexerica, laranja, melão, 
mamão, goiaba, uva e 

damasco) 

Aromas frutais (abacaxi, pêra, banana, doce) Uenojo & Pastore 
(2006) 

SmF Meio sintético Geotrichum candidum Ésteres etílicos Mdaini et al. (2006) 
SmF Melaço de soja Kluyveromyces marxianus Alcoóis; Ésteres Pereira (2007) 
SmF farelo de soja Bacillus subtilis Acetoína Xiao et al. (2007) 
SmF soja Rhizopus oligosporus Etanol, acetona, acetato de etila, 2-butanona, 2-metil-1-

propanol, 3-metil-1-butanol e 2-metil-1-butanol. 
Feng et al. (2007) 

SSF Pó de casca de coco verde Trichoderma harzianum 6-pentil-α-pirona (6-PP) Ramos et al. (2008) 
SSF Resíduo de polpa cítrica 

com farelo de soja, 
melaço de cana de açúcar 

Ceratocystis fimbriata Acetaldeído; Etanol; Acetato de etila; Acetato de isoamila; 
Acetato de propila; Isobutirato de etila; 2- hexanona; 2- 

hexanol. 

Rossi et al. (2009) 

SmF Meio sintético 7 cepas (1 levedura, 1 fungo e 5 
bactérias) isoladas de flores 

(Mal-me-quer) 

β -ionona; β-Damascona; pseudoionona 
 

Uenojo & Pastore 
(2010) 

SmF Caldo de mamão Sacharomyces Etanol, acetato de isoamila, álcool isoamílico, octanoato 
de etila, 2-fenil acetato, 2-fenil etanol 

Lee et al. (2010) 

SmF Meio sintético Antrodia camphorata Lactonas, série de compostos alifáticos C8 Lu et al. (2011) 
SmF Meio sintético Proteus vulgaris Alcoóis e sulfurados Deetae et al. (2011) 
SSF Meio sintético Antrodia camphorata Oct-1-en-3-ol, octan-3-ona e aceto de 2-feniletil Xia et al. (2011) 
SmF Meio sintético Neurospora sp. 1-octen-3-ol Carvalho et al. (2011) 
SmF Resíduos de acerola, 

graviola e mangaba 
Kluyveromyces marxianus 2-feniletanol; 2-fenetil acetato Leal (2012) 

SSF Bagaço de cana, pó de Trichoderma harzianum 6-pentil-α-pirona Calasans (2012) 
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casca de coco, bagaço de 
mandioca 

SSF soro de leite, melaço, 
resíduos sólidos de 
cerveja, resíduos de 

laranja e batata 

K. marxianus e S. cerevisiae Ésteres, alcools, cetonas e terpenos Aggelopoulos et al., 
2014 

SSF Borra de café expresso Trichoderma harzianum 6-pentil-α-pirona (6-PP) Rivera et al., 2014 
SmF Casca de laranja Sacharomyces cerevisiae Acetato de isoamila, acetato de feniletil e ésteres etil 

(hexanoato, octanoato, decanoato, dodecanoato) 
Paraskevopoulou & 

Mantzouridou (2014) 

SmF: Fermentação submersa 

SSF: Fermentação estado sólido 
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Os primeiros estudos encontrados datam da década de 50 quando Pereira & Morgan 

(1958) avaliaram a produção de ésteres produzidos pela Pseudomonas fragi em destilados de 

leite. A produção de ésteres, principalmente os ésteres de isovalerato, foi, segundo os autores, 

favorecida pelo enriquecimento do leite com etanol. Eles ainda salientam que o aroma frutal foi 

devido a presença dos ésteres de isovalerato e de acetato. 

Kaminski et al. (1974) identificaram os compostos voláteis produzidos pelos fungos 

Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus oryzae, Aspergillus parasiticus, Penicillum 

chrusosenum, Penicillum citrinum, Penicillum fumicutosum, Penicillum raistrieki, Penicillum 

fumicutosum, Penicillum raistriekii, Penicillum viridicatum, Alternaria, Cephasporum e Fusarium 

sp. Esses microrganismos foram cultivados em meio de farelo de trigo (28°C/28h). Foram 

detectados 6 compostos voláteis (3-metil butanol, 3-octanona, 3-octanol, 1-octen-3-ol, octanol e 

2-octen-1-ol. Dentre estes, o 1-octen-3-ol apresentou odor de cogumelo e foi o composto 

predominante. 

Lanza et al. (1976) verificaram a produção de aroma por Ceratocystes moniformis. Os 

autores reportaram que a composição do meio e idade das culturas influenciavam diretamente 

na qualidade e intensidade dos aromas obtidos. Foram identificados os compostos de etanol 

acetato de etila, aceto de n-propila, acetato de isobutila e acetato de isoamila. 

Drawert & Barton (1978) avaliaram a produção de terpenos pela levedura Kluyveromyces 

lactis em cultura aeróbia submersa. Foram produzidos cerca de 50ug/L de citronelol e linalol, 

entretanto o geraniol foi detectado em apenas quantidade traços. 

Sarris & Latrasse (1985) utilizaram o Fusarium poae em caldo de malte e verificaram a 

produção de forte odor de fruta. Os autores afirmam que o aroma frutal encontrado foi devido a 

presença das lactonas (-penta, -hexa, -hepta, -octa, -nona, -deca, -ondeca, -dodeca, cis-6-

dodecen-4-olide e –decalactonas). 

Berger et al. (1987) avaliaram a produção de compostos voláteis utilizando Ischnoderma 

benzoinum, isolados de madeiras apodrecidas. O benzaldeído e anisaldeído foram os compostos 

majoritários. Além deles foram relatados: 4-octanolide, 2-octen-4-olide, linalool, octanol. 

Janssens et al. (1988) utilizaram Geotrichium penicillatum para produzir éster. O 

isolamento dos compostos aromáticos foi através do headspace dinâmico, utilizando o Tenax 

como polímero. Foram identificados os compostos: acetato de propila, crotoato de etila, 

propionato de isobutila, valerato de etila, butanoato de isobutila, isohexanoato de etila, 

propionato de isopentila, hexanoato de etila e -fenil etil acetato. Os compostos tiveram tempo 

de produção em momentos diferentes do crescimento do microrganismo. Os acetatos foram 

formados após 57 horas de fermentação, propionato e butanoatos após 75 horas, isobutanoato 

após 87 horas. Os autores afirmam que a fonte de nitrogênio e a adição de precursores estão 

diretamente relacionados com a alta produtividade e especificidade dos ésteres produzidos. 
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Latrasse & Dameron (1988) utilizaram uma linhagem de Geotrichium candidum visando a 

produção de ésteres. Foi produzido um aroma frutal, com característica de aroma de marmelada. 

As principais classes encontradas foram os alcoóis e ésteres. Foi realizado “sniffing” e o aroma de 

marmelo foi atribuído ao etil isobutanoato, enquanto o aroma de levedura foi percebido durante 

a eluição do 2-fenil etanol. Os autores perceberam que o aroma foi produzido até o quarto dia de 

fermentação, enquanto o pH do meio aumentava. Foram identificados também os alcoóis 

isobutanol, 2-metil butanol e 2-fenil etanol, sendo originários da valina, leucina e fenilalanina, 

respectivamente. 

Yoshizawa et al. (1988) avaliaram linhagens de Neurospora sp como produtoras de 

aromas frutais. Os autores verificaram que a maior produção de aroma ocorria em caldo extrato 

de malte 5%, com forte aroma de pêssego, pera e maçã. Os compostos predominantes foram: 

hexanoato de etila, 3-metil 1-butanol e acetoína. 

Raymond et al. (1990) avaliaram a influencia da temperatura, agitação, pH e biomassa na 

produção de aroma de morango utilizando a Pseudomonas fragi em meio contendo leite 

desnatado. Os principais compostos tais como butirato de etila, hexanoato de etila, 2-hexanoato 

de etila, isovalerato de etila e 2-metil hexanoato de etila foram obtidos com 60 h de 

fermentação, 11ºC e agitação de 150 rpm. 

Cormier et al. (1991) cultivaram Pseudomonas fragi em leite para a produção de 

compostos voláteis. Foi observada a produção de aroma de morango quando o leite era 

desnatado a 15ºC. Os compostos voláteis produzidos foram extraídos pela técnica de Purge and 

Trap. Os compostos majoritários foram: butanoato de etila, 3-metil butanoato de etila e 

hexanoato de etila. 

Yamauchi et al. (1991) testaram 12 linhagens de Neurospora na produção de aromas em 

meio contendo calde malte 5% (30°C, 3 a 5 dias). Apenas as linhagens isoladas de beiju 

produziram aromas frutais. O composto 1-octen-3-ol foi o responsável pelo aroma de cogumelo 

dentre os outros compostos. 

Pastore et al. (1994a) estudaram oito linhagens de Neurospora sp isoladas de beiju na 

produção de compostos voláteis. O hexanoato de etila esteve presente em todas as linhagens e 

foi o responsável pelo aroma frutal enquanto o 1-octen-3-ol foi o responsável pelo aroma de 

cogumelo.  

Pastore et al (1994b) isolaram uma linhagem de Geotrichum sp. de mamão. Foi observada 

a formação de aroma de maçã e morango. Foram detectados 22 compostos voláteis, dentre 

esses oito foram identificados: acetato de etila, 2-propanol, propionato de etila, butanoato de 

etila, isovalerato de etila, 2-metil propanol, 3-metil butanol e hexanoato de etila. 
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Jiang (1995) analisou a produção de metabólitos voláteis por Kluyveromyces lactis 

durante a fermentação em fermentadores de 2 litros utilizando meio composto por glicose, 

extrato de levedura e vitaminas B1 e H. Mais de 50 compostos voláteis foram identificados 

durante a fermentação, sendo as principais classes de hidrocarbonetos, álcoois, ácidos 

carboxilicos, ésteres, compostos carbonílicos e compostos heterocíclicos. Os componentes 

predominantes foram o álcool isoamílico, isobutanol, 2-feniletanol, ácido isobutírico, 2-feniletil 

acetato 2-feniletil isobutirato e 3-hidroxi-2-butanona. Foi verificado também que a produção de 

compostos voláteis foi diretamente proporcional ao aumento da biomassa, indicando que o 

metabolismo secundário começou na fase inicial do crescimento microbiano. 

Fabre et al. (1995) avaliaram a produção de compostos voláteis por Kluyveromyces 

marxianus utilizando a fermentação submersa. O meio composto por glicose, extrato de 

levedura e sais minerais produziu um forte aroma frutal caracterizado por um forte odor de 

banana, devido à produção de acetato de isoamila. Os ácidos foram produzidos após 63 horas, 

enquanto os ésteres 70 horas de fermentação. Os compostos predominantes foram: álcool 

isoamílico (180mg/L), 2-fenil etanol (400mg/L) e ácido butírico (290mg/L), chegando a uma 

produtividade de voláteis totais iguais a 10869 μmol/L/mL/h.  

Lee et al. (1995) avaliaram o efeito das condições (pH, aeração e alimentação) de 

fermentação por Sporobolomyces odorus com adição de hidrolisado do óleo de mamona visando 

a obtenção de y-decalactona. A máxima produção foi atingida quando a aeração estava na faixa 

de 1,0 a 1,5 vvm, adição do substrato com 3 a 5 dias de cultivo, no entanto, o pH (4-7) não 

influenciou.  

Yamauchi et al. (1996) avaliaram a influência da irradiação de luz na produção de aroma a 

partir de três linhagens de Nerouspora sp e verificaram a redução na quantidade de caproato de 

etila e de forma contrária, o aumento na produção do 1-octen-3-ol. 

Christen et al. (1997) estudaram a capacidade do fungo Ceratocystis fimbriata em 

produzir aromas frutais utilizando bagaço de cana, farelo de trigo e bagaço de mandioca como 

substrato. Foi percebido que quando o meio foi suplementado com leucina ou valina, apresentou 

um forte aroma de banana.  

Bramorski et al. (1998) avaliaram a capacidade do fungo Ceratocystis fimbriata de 

produzir aromas frutais a partir da fermentação semi-sólida em meios contendo diferentes 

proporções de bagaço de mandioca, bagaço de maçã, amaranto e soja. O meio contendo 

amaranto produziu um agradável aroma de abacaxi, enquanto os outros meios proporcionaram 

um forte aroma frutal. A produção de aroma foi dependente do crescimento microbiano, visto 

que a máxima intensidade do aroma foi detectada poucas horas antes ou depois da atividade 

respiratória máxima. Foram detectados dezesseis compostos voláteis pela CG-EM, sendo 

identificados do total de 15 compostos: 6 álcoois (etanol, 2-propanol, 1-propanol, 1-butanol, 

álcool isoamílico, 2-hexanol), 5 ésteres (acetato de etila, propionato de etila, butanoato de etila, 
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acetato de butila, acetato de isoamila), 2 cetonas (acetona, 2-hexanona), 1 ácido (ácido acético) 

e 1 aldeído (acetaldeído). 

Marques (1998) utilizou a levedura Pichia menbranefaciens para a produção de 

compostos voláteis. O autor avaliou a influencia das condições de cultivo (composição do meio, 

pH, temperatura e tempo de incubação) na obtenção dos compostos de aroma. Os compostos 

majoritários foram: acetato de etila, isobutanol, butanol, propanoato de etila, álcool isoamílico, 

álcool amílico, acetato de isoamila, acetato de butila, caproato de etila e álcool feniletil. 

Oliveira (1998) avaliou a produção de metilcetonas utilizando Aspergillus sp. Foram 

identificadas quatro metilcetonas: 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona. As 

melhores condições foram: 96h de incubação, 30ºC, pH 4,5 e sistema de reação contendo uma 

mistura de lípase. O autor também reporta que quando a fermentação ocorria isenta de esporos 

não havia a produção de metilcetonas. 

Damasceno (1999) estudou a fermentação de Geotrichum fragrans, isolada de 

manipueira na produção de compostos voláteis. Foram identificados os seguintes compostos: 1-

butanol, 3-metil 1-butanol, 2-metil 1-butanol, 1,3-butanediol, feniletanol, acetato de etila, 

propionato de etila, 2-metil propionato de etila e 2-metil propanóico. A produção de aromas foi 

detectada desde as primeiras horas de fermentação, e estava diretamente associada a produção 

de biomassa. 

Christen et al. (2000) testaram 4 cepas de Rhizopus e encontraram notas alcoólicas e 

notas frutais, respectivamente, durante a fermentação em meios contendo diferentes 

proporções de resíduos agroindustriais (bagaço de mandioca e bagaço de maçã), amaranto, soja 

e óleo de soja. Verificaram que a produção de compostos voláteis dependia mais do meio que da 

cepa. A maior produção de voláteis foi obtida com meio amaranto e foi aumentada com a adição 

de soluções salinas minerais. O composto predominante foi o etanol e sua maior produção 

ocorreu com alta relação C/N e baixa aeração, associado com o cultivo estático. A produção de 

compostos voláteis foi muito rápida, na maioria dos casos, ocorrendo no primeiro dia de cultura. 

Sarhy-Bagnon et al. (2000) produziram pentil-α-pirona (6-PP) utilizando o microrganismo 

Trichoderma harzianum e obtiveram uma produção 17 vezes maior por fermentação em estado 

sólido do que por fermentação submersa .  

Soares et al. (2000) relataram a produção de aroma frutal por Ceratocystis fimbriata 

utilizando casca de café e glicose (nas concentrações 20, 30 e 46%). Meios contendo 20 e 30% de 

glicose desenvolveram um forte aroma de abacaxi, resultando na produção de 6,58 e 5,34 

µmol/L por grama do total de voláteis, respectivamente. Altas concentrações de glicose 

(46g/100g) ficou evidenciada a baixa produção de aroma, com um fraco odor de banana. A 

produção de acetato de etila e acetato de isoamila foi altamente estimulada pela adição de 

leucina ao meio, produzindo um forte cheiro de banana. 
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Medeiros et al. (2000) testaram  a levedura Kluyveromyces marxianus para a produção de 

compostos voláteis usando cinco resíduos agroindustriais (bagaço de maçã, mandioca e cana de 

açúcar, farelo de sementes de girassol e de palmas) por fermentação em estado sólido. Os 

resíduos que obtiveram aromas frutais mais intensos foram o bagaço de mandioca e o farelo de 

palma. Este aroma frutal foi atribuído aos compostos acetato de etila, etanol e acetaldeído. 

Huang et al. (2001) utilizaram Pichia fermentans em meio líquido suplementado com 

fenilalanina e avaliaram o efeito do pH inicial do meio (4-11), temperatura de cultivo (20-40°C) e 

velocidade de rotação (0-250rpm) para a produção de 2-feniletanol. A máxima produção de 2-

feniletanol foi alcançada com pH 8,5, temperatura de cultivo entre 30º e 35ºC e 250 rpm de 

rotação. O estudo da cinética revelou que a produção de 2-feniletanol aumentou quase em 

paralelo com o aumento da biomassa durante o período inicial da fermentação. A máxima 

produção de 2-feniletanol foi de 505.5 mg/L obtido após 16h h de fermentação. 

Araújo et al. (2002) estudaram a produção de 6-pentil-a-pirona (6-PP), com odor 

característico de coco, utilizando fermentação estado sólido com o fungo Trichoderma em meio 

contendo bagaço de cana-de açúcar como substrato. Foi encontrada a quantidade de 3mg/g de 

6-PP após 5 dias de fermentação. 

Dias et al. (2003) avaliaram os efeitos da produção de 4-etilfenol por Dekkera bruxellensis 

em meio contendo glicose. O substrato foi consumido para a produção de etanol durante a fase 

exponencial de crescimento e, após o consumo de glicose, houve a utilização do etanol para a 

produção de 4-vinilfenol durante a fase estacionária de crescimento. A produção de 4-etilfenol é 

resultado de duas reações consecutivas. Um metabólito intermediário (4-vinilfenol) foi testado 

se poderia ser usado como precursor de 4-etilfenol na ausência e na presença de ácido p-

cumárico. Ao ser adicionado 4-vinilfenol no meio de cultura, a produção de 4-etilfenol procedeu 

da mesma forma que no meio de glicose como única de fonte de carbono e a velocidade de 

crescimento, produção de etanol, consumo e produção de ácido acético foram similares ao meio 

suplementado com ácido p-cumárico e em meio contendo etanol como única fonte de carbono. 

Medeiros et al. (2003) utilizaram duas cepas de Ceratocystis fimbriata para produção de 

aromas através de fermentação em estado sólido utilizando como substrato resíduos de café. O 

aroma foi avaliado através de headspace estático, onde foram produzidos 12 compostos voláteis, 

dentre estes os majoritários foram: acetato de etila, etanol e acetaldeído, os quais foram ditos 

como responsáveis pelo aroma frutal. 

Medeiros et al. (2006) avaliaram a produção de compostos voláteis utilizando 

Ceratocystis fimbriata em casca de café como substrato em dois diferentes tipos de bioreator: 

coluna (escala laboratório) e horizontal (semi-piloto). A produção de compostos voláteis foi 

maior no bioreator horizontal. Foram detectados 20 compostos voláteis através de headspace, 

dentre eles: etanol, acetaldeído, acetato de etila, propionato de etila e acetato de isoamila. 

Foram testadas 3 diferentes resinas para recuperação do aroma (carvão ativo, tenax e 
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poliestireno-divinil-benzeno-Amberlite XAD-2), onde esta última foi a que recuperou mais 

compostos.  

Damasceno et al. (2003) estudaram a produção de compostos voláteis por Geotrichum 

fragrans usando manipueira como substrato. Os compostos voláteis produzidos após 72 horas de 

fermentação foram identificados como: 1-butanol, 3-metil-1-butanol (álcool isoamílico), 2-metil-

1-butanol, 1-3 butanodiol, fenil etanol, acetato de etila, propionato, 2-metil-etil propionato e 2-

metil-propanóico. A suplementação do substrato não apresentou efeito sobre os perfis 

qualitativos dos compostos voláteis produzidos. 

Uenojo & Pastore (2006) verificaram a produção de aroma frutal por microrganismos 

pectinolíticos isolados de grãos de café, água de lavagem de café, folhas de pé de café, terra de 

cafezal e de frutas (banana, mexerica, laranja, melão, mamão, goiaba, uva e damasco) através da 

fermentação. Através da análise sensorial apresentaram descrições como frutal, abacaxi, pêra, 

banana, doce, fermento e solvente. 

Ramos et al. (2008) utilizaram a fermentação em estado sólido de pó de casca de coco 

verde com Trichoderma harzianum para produzirem o composto aromático 6-pentil-α-pirona (6-

PP) e através da técnica de MEFS conseguiram quantificar 5mg/g de 6-PP após sete dias de 

fermentação. 

Rossi et al. (2009) utilizaram o fungo Ceratocystis fimbriata através de fermentação em 

estado solido da polpa cítrica suplementada com 50% de farelo de soja, 25% de melaço de cana 

de açúcar e solução salina mineral e obtiveram 99,6 µmol/L de compostos voláteis. Nove 

compostos foram detectados: o acetaldeído, etanol, acetato de etila, acetato de isoamila, 

acetato de propila, isobutirato de etila 2- hexanona, 2- hexanol. 

Uenojo & Pastore (2010) isolaram mais de 300 microrganismos, onde 80 desses tinham 

potencial para degradar carotenóides, dentre eles sete foram selecionados através de análise 

sensorial com produção de aromas e foram submetidos a fermentação submersa para análise 

cromatográfica. Foram identificados -ionona, β-ciclocitral, dihidroactinidiolide e 2-hidroxi-2,6,6-

trimetilciclohexanona, todos produtos da degradação de carotenóides. 

Calasans (2012) utilizou três resíduos agroindustriais (bagaço de cana, pó da casca do 

coco e bagaço de mandioca) como substrato na fermentação em estado sólido com três cepas de 

Trichoderma harzianum (cepa 4040, cepa 4042 e cepa 4038) para produção do 6-pentil--pirona. 

Pelos resultados obtidos foi selecionado o bagaço de cana e a linhagem 4040 do Trichoderma 

harzianum relatando com a maior produção do 6-PP de 3,78mg/g no 7° dia de fermentação.  

  Esta revisão sobre as condições de fermentação para a produção de substâncias com o 

aroma característico frutal ou floral revela que nenhum trabalho foi realizado utilizando os 

resíduos agroindustriais utilizados nessa tese (goiaba, maracujá e umbu), nem que estes sejam 
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do uso parcial no meio. A literatura citam pesquisas utilizando bagaço de maçã (Bramorski et al., 

1998 SSF; Christen et al., 2000; Medeiros et al., 2000); casca de coco verde (Ramos et al., 2008), 

resíduo de citrus (Rossi et al., 2009; Aggelopoulos et al., 2014; Paraskevopoulou & Mantzouridou, 

2014), resíduo de acerola, graviola e mangaba (Leal, 2012). 

 

1.6. MICRORGANISMOS PRODUTORES DE AROMAS 

 

1.6.1 Aspergillus niger 

O gênero Aspergillus é o gênero mais comum dos fungos filamentosos, possuindo mais de 

100 espécies, entretanto somente 30 são bem definidas e distinguíveis (Rosa et al., 2002), 

crescendo em ampla faixa de pH (1.4-9.8) e temperatura (6-47°C) (Schuster et al., 2002). Sua 

reprodução é assexuada e seu micélio é septado. Muitas das espécies de Aspergillus são 

utilizadas para a obtenção de enzimas, ácidos orgânicos e produção de biossurfactantes (Rocha, 

2010; Santos et al., 2011). A. niger é utilizada para a produção comercial de ácidos cítrico, 

glucônico e gálico, beta-galactosidade, lipase e pectinases, sendo reconhecidas como GRAS 

(Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food Drug Administration) dos Estados Unidos. Estudos 

produzindo aromas utilizando Aspergillus também são encontrados na literatura (Kaminski et al., 

1974; Rungsardthong & Noomhom, 2005), onde relatam a produção de álcoois insaturados. A 

Tabela 4 demonstra a classificação taxonômica do Aspergillus niger. 

Tabela 4: Classificação taxonômica do A. niger 
Reino Fungi 

Filo Ascomycota 

Subfilo Pezizomycotina 

Classe Eurotiomycetes 

Ordem Eurotiomycetidae 

Família Trichocomaceae 

Gênero Aspergillus 

Espécie A. niger 

Fonte: http://zipcodezoo.com/Fungi/A/Aspergillus_niger/ 

 

1.6.2 Kluyveromyces marxianus e lactis 

As Kluyveromyces multiplicam-se por brotamento multilateral e as células podem ser 

esféricas, elipsoidais, cilíndricas ou alongadas. Esse gênero possui muitas características que 

favorecem sua ampla utilização em diversos processos industriais: (1) alta velocidade de 

crescimento; (2) não são patogênicas, reconhecidas como GRAS (Generally Recognized as Safe) e 

QPS (Qualified Presumption of Safety) nos Estados Unidos e União Europeia, respectivamente; 

(3) possui alta afinidade para vários açúcares; (4) metaboliza lactose, xilose, rafinose e sacarose; 

(5) produz pequenas quantidades de etanol (efeito Cabtree negativo); faixa de temperatura 



36 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Capítulo 1 

 

ótima de crescimento (30°C-45 °C), fato que diminui os custos com resfriamento e riscos de 

contaminação (Furlan et al., 1995; Wittmann et al., 2002). As Kluyveromyces marxianus e 

Kluyveromyces lactis podem ainda ser classificadas como microrganismos unicelulares, 

nucleados, que não possuem motilidade, podendo se reproduzir sexuadamente (conjugação) ou 

assexualmente (fissão), capacidade de utilizar a lactose como fonte de carbono e energia, forma 

ovóide, pH ótimo de 5,0 (Rouwenhorst, 1987, Belém et al., 1998). A principal característica 

comum entre elas consiste na capacidade de assimilar a lactose e utilizar este açúcar como uma 

fonte de carbono (Lane & Morrissey, 2010). 

Há relatos de diversas aplicações biotecnológicas com esses microrganismos, como: a 

produção de etanol (Oda & Nakamura, 2009), proteína celular (Hong et al., 2007; Schultz et al., 

2005), enzimas (Pinheiro et al., 2003), em aplicações ambientais (Hang et al., 2003), produção de 

compostos de aroma (Drawert & Barton, 1978; Jiang, 1993; Fabre et al., 1995; Jiang, 1995; 

Medeiros et al., 2000; Medeiros et al., 2001; Plata et al., 2003; Rungsarthong & Noomhom, 

2005). De maneira geral, produzem aroma de frutas e rosas, com a produção de ésteres, 

terpenos e feniletanol. 

 

1.7. RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS POTENCIAIS PRODUTORES DE COMPOSTOS DE 

AROMAS 

 
 A fruticultura no Brasil é responsável pelo desenvolvimento rural, geração de renda e 

emprego nas diversas regiões do Brasil, favorecida pelas condições climáticas proporcionando 

ampla variedade de frutas tropicais. O excesso dessa produção é processado na forma de sucos, 

polpas, doces, geleias, sorvetes e outros produtos. Durante as etapas de processamento de 

frutas (Figura 2), são gerados resíduos, contendo cascas, sementes, bagaços, caroços. A utilização 

desses resíduos é uma alternativa para a redução de perdas, redução de problemas ambientais e 

desenvolvimento da agroindústria do país. 

A tendência é que o volume desses resíduos agroindustriais aumente exponencialmente 

devido ao desenvolvimento econômico da sociedade moderna e uma maior consciência dos 

problemas ambientais atuais. O descarte inadequado desses resíduos gera inúmeras 

consequências ao meio ambiente, em contrapartida, a maior parte dos rejeitos é constituída, 

basicamente, de matéria orgânica, bastante rica em açúcares e fibras, com um alto valor 

nutricional agregado, podendo ser consumido ou suplementado na alimentação humana (Abud 

& Narain, 2009). 
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Figura 2: Fluxograma geral da produção de polpa de fruta na indústria de alimentos 
Fonte: Adaptado de Silva (1995); Lima et al. (2002);  

 Dessa forma, o uso de resíduos agroindustriais em bioprocessos vem sendo gradualmente 

utilizado, uma vez que esses materiais são produzidos em uma enorme quantidade e 

representam produtos de enorme potencial para bioconversão de produtos de alto valor 

agregado. Dentre os resíduos mais utilizados industrialmente temos bagaço de cana-de-açúcar 

(Christen et al., 1997; Sarhy-Bagnon et al., 2000; Medeiros et al., 2000; Araújo et al., 2002; 

Oliveira et al., 2006; Sharma et al. 2008; Guimarães et al., 2009; Rossi et al., 2009; Rocha et al., 

2011); residuo de maçã (Berovic & Ostroversnik, 1997; Bramorski et al., 1998; Christen et al., 

2000; Medeiros et al., 2000; Zheng & Shetty, 2000; Medeiros et al., 2000; Dhillon et al., 2011; 

Aggelopoulos et al., 2014); bagaço de mandioca (Christen et al., 1997; Bramorski et al., 1998; 

Christen et al., 2000; Medeiros et al., 2000; Medeiros et al., 2001; Damasceno et al., 2003; 

Oliveira et al., 2006); farelo de trigo (Kaminski et al., 1972; Kaminski et al., 1974; Christen et al., 

1997; Castilho et al., 2000; Damaso et al., 2008; Chenyu et al., 2008; Nizamunddi et al., 2008); 

polpa e casca de café (Antier et al., 1993; Boccas et al., 1994; Soares et al., 2000; Medeiros et al., 

2003; Medeiros et al., 2006; Orozco et al., 2008); farelo de soja (Besson et al., 1997; Larroche et 

al., 1999; Xiao et al., 2007; Feng et al., 2007; Rossi et al., 2009); casca de arroz (Nizamuddi et al., 

2008; Onofre et al., 2012); soro de leite (Fregova et al., 1994; Aggelopoulos et al., 2014). 

 Dentro desse contexto, visando o aproveitamento de resíduos de frutas produzidas e 

processadas na região, podemos destacar a goiaba, o maracujá e o umbu, sendo estes bastante 

utilizadas na produção de polpas, nectáres e sucos industrializados. São inexistentes os trabalhos 
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Lavagem 
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Desintegração/corte 

Despolpamento 

Embalagem 

Armazenamento 

Casca e/ou sementes 

Bagaço e/ou sementes 
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que relatam o aproveitamento dos resíduos dessas frutas na produção de compostos de aroma 

através de processos fermentativos.  

 

1.7.1 Goiaba 

 

A goiabeira pertence ao gênero Psidium, da família Myrtaceae, que é composta por mais 

de 70 gêneros e 2800 espécies. A espécie Psidium guava é originária das Américas Central e do 

Sul, sendo um dos frutos de maior importância nas regiões tropicais e subtropicais, não apenas 

ao seu valor nutritivo como também pela alta aceitação in natura, alta aplicação industrial, além 

de sua fácil adaptação a diferentes climas (Gongatti Neto et al., 1996; Silva, 2007). Quando 

maduro são bastante aromáticos e com diferentes tamanhos, pesos, forma e sabor. Sua polpa 

pode ser de diferentes tonalidades: amarelada, amarelado-ouro, branca, creme, rósea e 

vermelha escura. Quando madura, sua polpa é sucosa e bastante doce, com sementes 

reniformes, duras, com tamanhos de 2 a 3mm (Zambão & Bellintani Neto, 1998). De maneira 

geral, possui baixo teor de açúcar e gordura, com quatro vezes mais vitamina C do que a laranja. 

Além disso, é rica em fibras, licopeno e vitamina E, com o dobro do teor do tomate (Mattiuz, 

2004). A composição química do resíduo de goiaba segundo diversos autores está descrita na 

Tabela 5, onde é possível observar o potencial desse resíduo com relação ao seu teor de fibras. 

De acordo com a FAO (2010) os maiores produtores mundiais de goiaba são a Índia, 

Paquistão, México e Brasil. A região Nordeste é atualmente a maior produtora de goiaba no país. 

A produção brasileira de goiaba, no ano de 2010, foi de 316.363 toneladas, e os Estados de 

Pernambuco (102.671 toneladas) e Bahia (15.695 toneladas) destacam-se como os mais 

produtivos devidos principalmente as condições favoráveis de solo e clima dessa região (IBGE, 

2011; AGRIANUAL, 2009). Vale destacar que a maior parte da produção é destinada à indústria 

para a produção de doce, suco, geléia, polpa congelada, entre outros, uma vez que, o seu 

consumo “in natura” é pequeno, estimado em 300g/per capita/ano (IEA, 2005).  

Vale ressaltar que a produção brasileira de goiaba destina-se quase que totalmente ao 

mercado interno que, nos últimos anos, vêm experimentando significativo aumento de oferta. 

Do processo de beneficiamento deste fruto há o descarte das sementes que junto com parte da 

fração da pele e polpa, não separada no processo físico de despolpamento, compõem o resíduo. 
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Tabela 5: Composição química do farelo do resíduo de goiaba 
Determinação Prasad 

& 
Azeemo

ddin 
(1994) 

Silva 
(1999) 

Schiebe
r et al. 
(2001) 

Matias 
et al. 

(2005)* 

Kobori 
& Jorge 
(2005) 

Lousada 
Jr 

(2006) 

Azeved
o et al. 
(2007) 

Uchoa 
et al. 

(2008) 

Abud & 
Narain 
(2009) 

Silva et 
al. 

(2009) 

Santos 
et al. 

(2009) 

Silva et 
al. 

(2009b) 

Lira et 
al. 

(2011) 

Sousa 
et al 

(2011)* 

Silva 
2012 

Santos 
et al. 

(2012) 

Umidade 
(g/100g) 

4,1   74,36 42 
 

 28,56 3,33 8,65 8  - 50 65,54 8,13  

Proteínas 
(g/100g) 

7,6 8,6-9,4  1,65  8,47 8,62 1,16 0,58 21 10,9 10,09 9,6 2,82 1,12  

Lipídeos 
(g/100g) 

16% 9,8-
11,3 

5-13% 
 

0,13 12.3 
 

6,01 7,68 9,74 16,25 12 11,20 11,71 10.8 2,94 9,6 9,6 

Cinzas (g/100g) 0,93 1,4-1,6    3,43 1,39 2,14 2,32 4,8 2,21 1,25 2,38 0,72 1,4  
Fibras (g/100g) 61,4   21,11  54,65 65,54 39,5 42,68 43 46,88 55,62 56  53 53 
Açúcares 
redutores 
(g/100g) 

   13,30    5,31 -        

Açúcares totais 
(g/100g) 

   13,42    5,31 -        

Sólidos solúveis 
(°Brix) 

   15,4    10,48 -        

pH    3,51    4,6 4,88       5,85 
ATT (g/100g)

2 
   1,59     0,08       0,20 

* Resíduo in natura 
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 Cerca de 200 mil toneladas de goiaba são processadas pela indústria na forma de sucos e 

doces, onde se estima que os resíduos correspondam a 10% (aproximadamente 30 mil toneladas 

de resíduos) que é constituído principalmente por sementes, que também possuem quantidades 

significativas de ácido graxo insaturado e matéria fibrosa (Prasad & Azeemoddin, 1994; Goiabras, 

2003; Mantovani et al., 2004; Corrêa et al., 2005; Pommer et al., 2006; Souza et al., 2011). Esses 

resíduos, ao saírem da indústria, apresentam alto teor de umidade, que, no resíduo de goiaba, 

pode chegar a 53% (Silva et al., 2009). Essa característica tem limitado o uso desses resíduos in 

natura. Por serem estes subprodutos caracterizados frequentemente como potenciais poluidores 

ambientais, ações que minimizem o volume desses resíduos pode se apresentar como uma 

alternativa bem sucedida para a indústria de alimentos e bebidas (Amante et al., 1999; 

Henningsson et al., 2004; Uchoa et al., 2008) 

 Todavia, há diversas pesquisas sobre a obtenção de aromas a partir de polpas, sucos ou 

da fruta in natura, dessas frutas como, por exemplo: 

 MacLeod & Troconis (1982) verificaram a presença de 52 compostos voláteis em goiaba e 

a classe dos ésteres foi predominante (55%), com acetato de etila, hexanoato de etila, butanoato 

de etila e acetato de feniletil, sendo os mais representativos.  

 Ortega et al. (1998) analisou os compostos voláteis em goiaba de 4 variedades e os 

compostos majoritários foram: limoneno, β-cariofileno, hexanoato de etila e acetato de etila, (Z) 

e (E)-hex-2-enal, β-ionona, e (Z)-hex-3-enol. Yen & Lin (1999) que comparou suco de goiaba in 

natura e com tratamento térmico e as principais classes de compostos voláteis foram ésteres e 

alcoóis. Clara et al. (1999) verificou os compostos voláteis presentes em polpa de goiaba 

vermelha e detectaram 77 compostos com alta concentração de C6 aldeídos (E)-hex-2-enal e 

hexanal. Shibamoto & Tang (1990) atribuíram aos compostos benzoato de metila, 2-feniletil 

acetato, cinnamil acetato responsáveis pelo aroma da goiaba.  

 Askar et al.(1986) reportaram que os derivados de cinâmico, aldeídos C6 e β-cariofileno 

são os responsáveis pelo aroma de goiaba. Pino et al. (2002) consideraram como maiores 

contribuidores do aroma de goiaba os compostos alifáticos e terpênicos. Os autores detectaram 

cerca de 170 compostos voláteis utilizando a técnica de extração e destilação simultânea. 

 Jordan et al. (2003) detectaram 51 compostos voláteis em purê de goiaba. O perfil foi 

caracterizado pela presença de terpenos e 3-hidroxi-2-butanona. Correa et al. (2010) avaliando 

os compostos voláteis de néctares de goiaba reportaram a presença de 8 compostos: hexanal, 

(E)-hex-2-enal, 1-hexenol, (Z)-hex-3-enol, acetato de (Z)-hex-3-enil, acetato de fenil-3-propila, 

acetato de cinamila e ácido acético.  

 Soares et al. (2007) avaliaram os compostos voláteis produzidos pela goiaba branca 

variedade Cortibel em 3 estágios de maturação. Foi utilizada a técnica de headspace. Nos frutos 

no estádio de maturação verde os compostos predominantes foram os aldeídos tais como: (E)-2-
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hexenal e (Z)-3-hexenal. No fruto maduro, ésteres como acetato de (Z)-3-hexenil e acetato de E-

3-hexenil e sesquiterpenos cariofileno, -humuleno e -bisaboleno estavam presentes. 

 Steinhauss et al. (2008) avaliaram os voláteis presentes na polpa de goiaba e revelaram 

que 4-metoxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, acetato de 3-

sulfanilhexila, 3-sulfanil-1-hexanol butanoato de etila, hexanal, methional e acetato de cinamila 

como importante para o aroma. 

 Sinuco et al. (2010) avaliaram os compostos voláteis produzidos por duas variedades de 

goiaba da Colombia durante o amadurecimento. Eles reportaram que a concentração de aldeídos 

C6,como também a quantidade de compostos sulfurados diminuíram com o amadurecimento. 

 Porat et al. (2011) encontraram um total de 30 compostos voláteis nos frutos maduros de 

goiaba, contendo principalmente ésteres, como acetato de (E)-3-hexenil, acetato de 3-

fenilpropila e ésteres etílicos, os quais o autor afirma que contribuem com o forte aroma doce e 

frutal. 

 

1.7.2 Maracujá 

O maracujazeiro é originário da América Tropical, com mais de 530 variedades tropicais e 

subtropicais sendo 150 nativas do Brasil e dentre elas, 60 espécies utilizadas para consumo 

humano. É um fruto rico em minerais e vitaminas e é bastante apreciado pelo seu aroma e sabor 

agradável. As espécies mais cultivadas no Brasil e no mundo são o maracujá-amarelo (Passiflora 

edulis f. flavicarpa), maracujá-roxo (Passiflora edulis) e o maracujá-doce (Passiflora alata). O 

maracujá-amarelo é o mais cultivado no mundo, responsável por mais de 95% da produção do 

Brasil, mais adaptado ao clima quente e utilizado principalmente no preparo de sucos.  

O Brasil é o maior produtor mundial com produção de 920 mil toneladas e área de 

aproximadamente 62 mil hectares (IBGE, 2012). A produtividade média é de 12 a 15 toneladas 

por hectare, havendo potencial para produção de 30 a 35 toneladas por hectare (Silva et al., 

2009b). No Brasil, a produção da fruta destaca-se nas regiões Nordeste, Sudeste e Norte. Os 

Estados da Bahia, Espírito Santo e São Paulo são os maiores estados brasileiros produtores do 

maracujá. A Bahia é o principal produtor, com cerca de 80 mil toneladas, em 7,8 mil hectares 

(IBGE, 2012). 

Na Tabela 6 pode-se observar a composição química do resíduo de maracujá de acordo 

com a literatura. O resíduo do maracujá é composto de casca e semente e representa 65-70% do 

fruto. Dentre os subprodutos do maracujá a semente tem merecido destaque por ser um 

produto rico em fibras, minerais e lipídios, com boa quantidade de proteínas, podendo ser 

utilizada na produção de óleos comestíveis ou na indústria de cosméticos (Oliveira et al., 2002; 

Córdova et al., 2005).   
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Tabela 6: Composição química do resíduo de maracujá 

Determinação Henderso
n et al. 
(1978) 

Medina et 
al. (1980) 

 

Butolo 
(1993) 

 

Correa et 
al. (1994) 

 

Korndorfe
r et al. 

(1998)* 

Vieira et 
al. (1999) 

 

Ferrari et 
al. (2004) 

 

Kobori & 
Jorge 

(2005) 

Lousada Jr 
(2006) 

Neiva et 
al. (2007) 

Azevedo 
et al. 

(2007) 

Abud & 
Narain 
(2009) 

Souza et 
al. 

(2010)** 

Oliveira et 
al. (2011) 

 

Umidade (g/100g)   38,79  24,7 10-17  9  23,70 19,5 8,85 0,15 14,8 

Proteínas (g/100g)   12,4  15,3 7,5-9,8 15,62  12,36 8,65 9,97 0,41 5,72  

Lipídeos (g/100g) 24,5 27 21,6 25   25,7 24 1 4,87 12,20 19,05   

Cinzas (g/100g)   3,55      9,84  3,68 4,41 6,33  

Fibras (g/100g)   45,58  50    48,9  57,18 47,00   

Açúcares redutores 
(g/100g) 

            11,71  

pH     4,1       4,21 3,57  

ATT (g/100g)
2
             0,15   

* in natura  
** casca 
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1.7.3 Umbu 

 
O umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda Câmara) é uma espécie frutífera xerófila, rústica, 

pertencente à família Anacardiaceae, perfeitamente adaptada às regiões semiáridas do Nordeste 

brasileiro, de tronco curto, vida longa (100 anos). O seu fruto possui casca amarelo-esverdeada e 

polpa branco-esverdeada, mole, suculenta e de sabor agridoce agradável, rica em vitamina C e 

sais minerais (Folegatti et al., 2003), possuindo 30-45% de resíduo (casca e caroço). O umbu 

possui qualidade nutritiva, aroma e sabor agradáveis, sendo consumidos principalmente como 

fruta fresca, como também na forma processada como refresco, polpas, sorvetes, geleia, doces, 

licor, vinho, picolés, sucos, néctares e “umbuzada” (polpa de umbu cozida com leite e açúcar). 

Em 2009 foram coletadas no país 9.428 toneladas de umbu, sendo a Bahia a maior 

produtora (89%), seguida por Pernambuco 4% e Rio Grande do Norte com 2%. O restante da 

produção é proveniente da Paraíba, Ceará, Minas Gerais e Piauí (IBGE, 2010). 

A Tabela 7 apresenta os valores da composição química da polpa e resíduo de umbu por 

vários autores. Abud & Narain (2009) avaliaram o resíduo de umbu composto de casca seca 

propondo utilizar na formulação de biscoitos. Silva (2012) caracterizou o resíduo (caroço) de 

umbu com o objetivo de utilizá-lo como adsorvente em tratamento de efluentes. 

Tabela 7: Composição química da polpa e resíduo de umbu 
Determinação Galvão 

(2002) * 

Lima et al. 

(2002) * 

Lira Junior et 
al. (2005*) 

Abud & Narain  

(2009) ** 

Santos et al. 

(2011) * 

Da Silva 

(2012)*** 

Umidade (g/100g) 89,22   8,88 91,3 8,5 

Proteínas (g/100g) 0,88   0,43 0,63 16,38 

Lipídeos (g/100g) 0,43   10,75 0,11 16,63 

Cinzas (g/100g) 0,70   12,50 0,99 3,19 

Fibras (g/100g) 2,20   13,52 1,36 8,82 

Açúcares redutores 

(g/100g) 

2,11    4,12  

Açúcares totais (g/100g) 3,13    7,49  

Sólidos solúveis (°Brix) 17,8 11,25 14,84  10,00  

pH 2,75 2 2,20 3,12 2,4  

ATT (g/100g)
2

  2,35 1,77 1,66 0,27 1,32  

* Polpa; ** Casca; *** Caroço 

 São escassos os estudos que utilizam resíduos de umbu, sendo importante o seu estudo 

no setor agroindustrial que está em plena expansão nos últimos anos. 
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 Galvão et al. (2011) estudaram o aroma de umbu em dois estádios de maturação e 

encontraram 246 compostos voláteis e as principais classes foram alcoóis, ésteres, cetonas, 

terpenos, entre outros.  

 

1.8. METODOLOGIA DA PESQUISA DO SABOR 

 

A pesquisa dos constituintes voláteis do sabor é bastante complexa e ainda é um desafio, 

pois estes compostos são bastante sensíveis, estando sujeitos a modificações e perdas durante a 

extração, além de apresentar diferentes propriedades químicas e estarem presentes em 

quantidade extremamente diminuta, instáveis e geralmente são termolábeis. Qualquer aumento 

de temperatura pode acarretar em reações químicas, tais como rearranjos, hidrólise, ciclizações, 

entre outras, modificando assim a composição original da amostra. Esta etapa merece mais 

atenção em se tratando de amostras geradas biotecnologicamente, pois são ainda mais sensíveis 

e biologicamente ativas (Bicas et al., 2010). 

Este tipo de pesquisa compreende pode ser divididas em quatro etapas fundamentais: o 

isolamento dos compostos voláteis; a separação por cromatografia gasosa de alta resolução; a 

identificação dos compostos voláteis e a análise sensorial.  

- Isolamento dos compostos voláteis 

A etapa de isolamento é a mais crítica, requerendo maiores cuidados visto que qualquer 

modificação causada nesta etapa não poderá mais ser recuperada/corrigida, por mais sofisticado 

que sejam os equipamentos utilizados nas próximas etapas Para extrair e concentrar os 

compostos voláteis produzidos vários métodos podem ser utilizados para a remoção seletiva 

destes compostos do meio fermentativo. Este isolamento pode ser realizado através de duas 

abordagens: análise total e análise por “headspace” (Franco & Janzantti, 2004).  

A análise total consiste na análise de todos os compostos voláteis presentes na amostra. 

Neste tipo de análise é frequentemente utilizada uma unidade de destilação-extração simultânea 

(Nickerson & Likens, 1966), com a desvantagem de utilizar temperaturas elevadas e uso de 

solvente, ocasionando em modificações significativas na composição dos voláteis. A extração por 

solvente (líquido-líquido) é baseada na partição do analito entre uma fase aquosa e um solvente 

orgânico imiscível na água (Vendramini & Trugo, 2000). Esta técnica pode utilizar solventes puros 

ou misturas de solventes, sendo os mais utilizados o diclorometano, éter etílico, acetato de etila, 

pentano e o hexano, principalmente por apresentarem um baixo ponto de ebulição, permitindo 

que os componentes mais sensíveis não sejam destruídos por aquecimento, e seletividade, ou 

seja, permitindo que as substâncias odoríferas sejam removidas primeiro (Marsili, 1997; 

Nogueira, 2002). Algumas desvantagens desta técnica são devido ao emprego de calor, perdas 

ou modificações significativas podem ocorrer na composição de voláteis, assim como impurezas 
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presentes no solvente podem contaminar o isolado, a grande manipulação que a amostra sofre, 

baixa reprodutibilidade, perdas de compostos de baixo ponto de ebulição e um grande volume 

de solvente utilizado, tornando-se necessária uma concentração posterior. A técnica de micro 

extração com solvente é mais rápida e reprodutível, fundamentalmente porque elimina a etapa 

de concentração. Em estudos envolvendo bebidas alcoólicas, o grau alcoólico pode afetar 

diferencialmente os coeficientes de distribuição, sendo, portanto, necessária a adição de sais 

para minimizar o efeito (Ortega et al., 2001). Outra técnica é a extração em fase sólida (SPE) 

onde os componentes do aroma ficam retidos num polímero e posteriormente são eluídos com 

solvente. Esta técnica tem a desvantagem de extrair compostos pouco voláteis que podem 

contaminar o injetor/detector (Santos, 2006). 

A segunda abordagem envolve uma análise do "headspace", escolha que vem oferecendo 

resultados significativos e reprodutíveis de uma forma simples e eficiente (Venema, 1990). Nessa 

técnica, o estudo de uma amostra (líquida ou sólida) é substituído pela análise da fase gasosa em 

equilíbrio com a fase líquida ou sólida da amostra. Existem dois tipos de análise por "headspace": 

“headspace" estático e “headspace" dinâmico. No primeiro, a amostra é mantida em um 

recipiente fechado até que se atinja um equilíbrio termodinâmico dos compostos voláteis entre a 

fase líquida e a fase de vapor, a uma determinada temperatura, geralmente a ambiente. A fase 

de vapor, onde estão concentrados os voláteis, que está em equilíbrio com a fase sólida/líquida 

da amostra é retirada com uma seringa e injetada diretamente no cromatógrafo gasoso. A 

análise direta do headspace estático, apesar da simplicidade e pouco manuseio da amostra, 

permite detectar apenas os componentes que apresentam maior pressão de vapor e, portanto, 

maior concentração no headspace, de um sistema fechado (Franco & Janzantti, 2004). Devido às 

pressões parciais significativamente menores do que a pressão parcial do vapor de água, os 

analitos de interesse estão em concentrações geralmente baixas, obtendo-se, portanto, 

cromatogramas pobres e limitados. Como a injeção de um volume maior é um procedimento 

contrário à prática cromatográfica, os compostos voláteis do "headspace" devem ser 

concentrados requerendo um controle rígido da temperatura de equilíbrio, tempo e pressão 

(Gobato & Lanças, 2001). 

No “headspace" dinâmico há uma coleta contínua dos compostos voláteis realizada por 

um sistema a vácuo (Franco & Rodriguez-Amaya, 1983) ou pela passagem de um gás inerte 

(Jennings et al., 1972; Jennings & Rapp, 1983) através de polímeros porosos (tais como Porapak e 

Tenax), e posterior retenção dos voláteis por adsorção, seguida de eluição pelo emprego de 

solvente ou temperatura. Nestes sistemas, o tempo de captura e da dimensão da armadilha são 

as variáveis que determinam as condições ótimas da análise. Posteriormente, os compostos 

voláteis são eluídos da armadilha utilizando-se um solvente orgânico adequado, ou desorvidos 

pelo aquecimento do trap. Nesse caso, os compostos desorvidos vão sendo arrastados 

diretamente para a coluna cromatográfica e a perda de voláteis é praticamente nula (Noble et 

al., 1980; Salinas et al., 1994; Rosillo et al., 1999). 
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O método de micro extração em fase sólida (MEFS) é uma ferramenta sensível e poderosa 

para a caracterização de compostos orgânicos voláteis em matrizes complexas (Ibáñez et al., 

1998; Hayasaka et al., 2003). As primeiras publicações nessa área foram de Berlardi & Pawliszyn 

(1989) e Arthur & Pawliszyn (1990). O sistema básico para MEFS (Figura 3) consiste de um 

“holder”, um êmbolo e uma agulha de aço. Quando o êmbolo é deslocado para baixo, a haste 

metálica é exposta, e na extremidade dessa haste contêm a sílica recoberta pelo polímero com 

diferentes fases estacionárias, podendo ser polímero (polidimetilsiloxano - PDMS, poliacrilato - 

PA, divinilbenzeno - DVB ou carbowax - CW) ou de um sólido adsorvente (carvão ativo 

microparticulado = carboxen - CAR).  

 

Figura 3: Dispositivo de MEFS com detalhes do aplicador (holder) e da fibra de sílica 
fundida. 

Fonte: Damasceno (2007) 

 

Esse método é baseado na técnica de sorção (absorção e/ou adsorção), conforme Figura 

4. A desorção é realizada diretamente com a exposição no injetor aquecido de um cromatógrafo 

a gás, onde os analitos sofrem desorção térmica e são subsequentemente analisados. As 

principais vantagens são a simplicidade, a rapidez, mínima manipulação e o não uso de solvente, 

entretanto, é muito dependente das condições do experimento e da amostra, o que é refletido 

na sensibilidade e reprodutibilidade do método analítico (Yang & Peppard, 1994; Zelda, 1996; 

Martí et al., 2003; Zhang et al., 2007; Bosh-Fustéa et al., 2007). 
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Figura 4: Esquema das diferentes fibras de MEFS de acordo com o princípio de extração 
por absorção ou por adsorção. 

Fonte: Aumatell (2005) 

 

A espessura do revestimento e a sua natureza (Figura 5) polar (PA, CW-DVB), apolar 

(PDMS), bipolar ou semipolar (PDMS-DVB, CAR-PDMS) e a dotada de triplo revestimento de 

polaridade intermediária (DVB-CAR-PDMS) são as principais características que governam a 

seletividade e a eficiência da extração (Damasceno, 2007). As características da fibra extratora 

devem ser escolhidas de acordo com as características dos analitos a serem extraídos. 

 

Figura 5: Esquema representativo da classificação dos revestimentos poliméricos (fase 
estacionária) comerciais para MEFS. 

Fonte: Damasceno (2007). 
 

A extração dos analitos com a fibra de MEFS pode ser utilizada por submersão em uma 

fase líquida (imersão direta) ou por exposição a uma fase gasosa (headspace) em equilíbrio com 
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a amostra, a uma determinada temperatura (Arthur et al., 1992). Os compostos adsorvidos são 

desorvidos termicamente por exposição da fibra no injetor do cromatógrafo.  

Essa técnica baseia-se na cinética de transferência de massa e na termodinâmica que 

descreve o equilíbrio de partição do analito entre as fases (Valente & Augusto, 2000). Tem como 

principais vantagens a simplicidade, a rapidez e livre de solvente (Lord & Pawliszyn, 2000). 

Alguns parâmetros na MEFS estão diretamente ligados com a capacidade da fibra em 

capturar compostos voláteis: o volume da amostra e do headspace, tipo e espessura do 

revestimento polimérico, adição de sal, pH da solução, temperatura de extração, agitação, assim  

como a composição do produto fermentado (Begala et al., 2002; Franco & Janzantti, 2004; 

Howard et al, 2005; Antalick et al, 2010). 

Outra técnica de headspace é a técnica de Purge and Trap, a qual consiste numa técnica 

cromatográfica de headspace dinâmico relativamente recente para o alcance comercial, embora 

a sua primeira descrição acontecesse em 1967 (Adlard & Devenport, 1983). Esta técnica é 

aplicada principalmente para determinação de compostos orgânicos de baixa concentração. O 

princípio desta técnica consiste na remoção dos compostos orgânicos voláteis da matriz pela 

purga da amostra através de um gás inerte, onde os compostos orgânicos são “capturados” na 

“armadilha”. Os compostos orgânicos são então desorvidos termicamente no gás “carregador” 

para o cromatógrafo, onde são separados e detectados pela forma usual. 

O trap (armadilha) é o local onde os compostos voláteis são retidos e concentrados e o 

mesmo pode ser constituído por uma substância adsorvente (polímero poroso) ou um 

condensador (com ou sem solvente). A maioria dos sistemas prefere usar o trap de polímero 

poroso para concentração de compostos voláteis. Os principais polímeros utilizados são Porapaq 

Q (copolímero de etilvinilbenzeno divinilbenzeno) e o Tenax (polímero baseado no óxido de 2,6-

difenil-fenileno). Williams et al., (1978), concluíram que o Tenax apresenta melhores resultados 

do que o Porapaq Q, para os compostos orgânicos na forma geral. Outras vantagens do Tenax é a 

facilidade do emprego de temperaturas altas (260°C) de acondicionamento e manter os 

compostos voláteis do headspace sem que ocorram alterações. Gobato & Lanças (2001) 

ressaltam que Purge e Trap possui a vantagem de um maior volume de amostra, onde o trap age 

como um concentrador das amostras. 

A literatura (Weurman, 1969; Jennings & Rapp, 1983; Silva & Neves, 1997; Lopes et al., 

1999; Larráyoz et al., 2001; Wilkes, et al., 2000; Lee et al., 2003; Sánchez-Palomo et al., 2009) 

ressalta a importância de investigação dos constituintes voláteis por técnicas diferenciadas, pois 

segundo os autores existem relação entre os compostos voláteis e sua matriz. 
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-Separação dos compostos voláteis 

O isolado dos compostos voláteis é uma mistura muito complexa e requer para a sua 

melhor separação a aplicação de cromatografia gasosa de alta resolução. Skoog (2009) 

demonstra como a cromatografia é um método eficaz e bastante utilizado na separação e 

determinação de misturas complexas. A amostra é transportada por uma fase móvel, um gás, e 

passando por uma fase estacionária no interior de uma coluna. As duas fases são escolhidas de 

modo que os componentes das amostras difundam-se nas fases móvel e estacionária de forma 

variada. Os componentes que possuem maior afinidade com a fase estacionária permanecem 

retidos nesta por mais tempo, diminuindo sua velocidade com relação ao fluxo da fase móvel. 

Contrariamente, os componentes que possuem menor afinidade com a fase estacionária 

movem-se mais rapidamente. As diferentes velocidades de migração dos componentes da 

amostra permitem a separação destes em bandas ou zonas discretas.  

A amostra é injetada manualmente ou por injetor automático no injetor aquecido e sofre 

volatilização e os voláteis são introduzidos na coluna cromatográfica. Os injetores para 

cromatografia gasosa, responsáveis pela introdução de uma banda estreita da amostra na 

coluna, compreendem os tipos "split-splitless", "on-column" e "programmed temperature 

vaporizer" (PTV). Os dois últimos injetores, além do tipo “split-splitless” usado na forma 

“splitless”, são os mais indicados para análise de traços. 

As colunas capilares de sílica fundida oferecem maior capacidade de resolução e alta 

eficiência, além disso, apresentam elevado número de pratos teóricos e com grande poder de 

resolução, possibilitando a separação de diversas classes de compostos químicos com largas 

faixas de polaridade, solubilidade e pontos de ebulição. As fases estacionárias podem ser 

quimicamente ligadas às paredes da coluna e, nesse caso, são chamadas de colunas 

quimicamente ligadas. Tais fases apresentam baixa volatilidade, estabilidade térmica e 

inatividade química, apresentando menor sangramento e maior tempo de vida útil da coluna. Os 

compostos da amostra, pertencentes a diferentes classes de substâncias, vão sendo arrastados 

por um gás inerte (fase móvel). Cada composto tem uma afinidade pela fase estacionária e é isto 

que possibilita a separação dos compostos (Pereira & Aquino Neto, 2000; Pereira et al., 2004). 

 

- Identificação dos compostos voláteis 

A identificação de compostos voláteis teve grande avanço com a associação de 

cromatógrafos gasosos a espectrômetros de massas. A união dessas duas poderosas técnicas de 

análise química introduziu uma ferramenta eficaz na separação e na identificação de compostos 

provenientes de misturas complexas, sendo muito útil na análise de aromas.  

O espectrômetro de massas é acoplado ao final da coluna cromatográfica, de onde os 

componentes previamente separados emergem diretamente para a câmara de ionização, aonde 
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sofre uma fragmentação gerando íons que são analisados e representados pelo espectro de 

massas. As fontes de ionização mais comumente utilizadas são as de impacto de elétrons e de 

ionização química. As moléculas dos componentes são, então, fracionadas e seguem para o 

analisador de massas, onde são detectadas e identificadas. Geralmente, os detectores 

quadrupolos e íon trap (armadilhas de íons) são utilizados como analisadores de massas (Skoog, 

2009) 

O espectro de massas mostra as porcentagens de fragmentação característica de um 

composto. As características dos espectros de massas são usadas na identificação de uma grande 

variedade de compostos orgânicos, onde as relações massa/carga obtidas podem ser 

transformadas em informação estrutural a partir de estudos sobre mecanismos de fragmentação 

dos compostos (McLafferty, 1994). Sistemas modernos de biblioteca auxiliam na identificação 

dos compostos desconhecidos através de comparação com espectros padrões, armazenados na 

memória do computador na forma de bibliotecas eletrônicas (Franco & Janzantti, 2004). Os 

resultados obtidos são então confrontados com os dados da biblioteca inserida no sistema, 

informando rapidamente os possíveis resultados com certo grau de certeza. No entanto, o 

espectro de massas de um composto não é suficiente para determinar sua identidade, pois 

existem espectros de massas muito similares. Então, é necessário o conhecimento das 

características de retenção, quando compostos diferentes apresentam espectros de massas 

semelhantes.  

O índice de retenção de um componente é obtido por interpolação, relacionando o 

tempo de retenção do componente em estudo com o tempo de retenção de dois padrões, 

geralmente hidrocarbonetos eluídos antes e após o pico do composto de interesse (Inczedy et 

al., 1998). Os índices de retenção mais divulgados na literatura são o índice Kováts e o índice de 

retenção linear (IRL). O índice Kováts é aplicado para condições isotérmicas. Quando se utiliza 

gradiente de temperatura um valor similar pode ser calculado utilizando os números extraídos 

de seus algoritmos. Este valor é chamado de índice de retenção linear. Devido à complexidade 

das matrizes e à ineficiência nas técnicas de extração é apropriado o uso do IRL na identificação 

de compostos (Inczedy et al., 1998, IUPAC, 2013). 

Para a determinação dos índices de retenção geralmente uma mistura padrão de n-

alcanos é injetada no sistema CG-EM operando nas condições cromatográficas idênticas das 

amostras e seus respectivos tempos de retenção são utilizados como padrões externos de 

referência para o calculo do índice de Kováts (I) e do índice de retenção linear (LRI - Linear 

Retention Index) em conjunto com o tempo de retenção de cada substancia de interesse 

(Jennings & Shibamoto, 1980). 
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- Análise sensorial 

A análise instrumental quando combinada com a análise sensorial fornece resultados com 

aplicabilidade prática. Nesse sentido, é necessário correlacionar os resultados sensoriais com as 

técnicas de separação e identificação de compostos voláteis.  

A análise sensorial de alimentos tornou-se uma ferramenta de grande valia, sobretudo 

para as indústrias de alimentos, ao longo dos anos, já que tem como principal objetivo procurar 

constantemente recursos para identificar e atender as necessidades dos consumidores em busca 

de novos produtos com qualidade superior (Minim, 2010).  No século XXI, a análise sensorial 

tornou-se mais importante do que nunca, já que para um mercado afetado diretamente pelo 

consumidor, estudar os alimentos, a utilização de máquinas e reações químicas não basta mais. 

Desde então a indústria e a academia uniram-se e vem utilizando a análise sensorial como 

ferramenta para a criação de produtos de sucesso com o entendimento das propriedades 

sensoriais dos materiais utilizados na fabricação desses produtos (Otles, 2012). 

O destino final de qualquer produto da indústria alimentícia é o consumidor, logo, a 

aceitação/preferência dos alimentos é melhor avaliada quando o mesmo faz parte desse 

processo. É nesta relação que temos a análise sensorial que permite esse elo entre o consumidor 

e o produto, fornecendo aos interessados informações preciosas que vai refletir a posição do 

mesmo no mercado, uma vez que não basta um produto ter características químicas, físicas e 

microbiológicas satisfatórias, se sensorialmente esse produto não é bem aceito pelo público 

(Minim, 2010). 

A ciência sensorial é multidisciplinar englobando áreas como psicofísica, estatística e 

outras ciências relacionadas com o produto de interesse. A evolução sensorial é fruto da ciência 

sensorial e comprime um conjunto de métodos para estimular indivíduos, avaliar suas respostas, 

analisar os dados e interpretar os resultados com mínima ou nenhum interferência de outros 

fatores além do produto de interesse (Otles, 2012). 

A análise sensorial permite identificar as características ou propriedades de um alimento 

que lhe agradam. Na análise sensorial existem vários métodos que podem ser aplicados de 

acordo com o objetivo (Da Silva, 1992). 

Na análise sensorial, as metodologias podem ser classificadas em três grandes grupos: 

testes discriminativos, testes descritivos e testes afetivos. Os testes discriminativos tem por 

objetivo medir atributos específicos pela diferenciação simples, indicando por comparações, se 

existem ou não diferenças estatísticas entre amostras (IAL, 2008;  Chaves, 2005). Os testes 

descritivos têm por objetivo identificar, descrever e quantificar atributos sensoriais específicos 

de produtos (Chaves, 1998). Os testes de aceitação têm por objetivo coletar informações 

subjetivas quanto ao grau de preferência ou o grau de aceitação entre um grupo de amostras em 

estudo por consumidores em potencial. 
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CAPÍTULO 2 

SCREENING DE MICRORGANISMOS E SELEÇÃO DE RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

PARA BIOPRODUÇÃO DE AROMA 

Resumo 

O aroma é o principal fator na determinação da qualidade do gosto e do sabor de um alimento. 

Pesquisas relatam a produção de aromas e fragrâncias através do metabolismo secundário de 

fungos, leveduras e bactérias, dependendo da cepa e das condições de cultivo. O objetivo desta 

pesquisa foi avaliar o potencial de alguns resíduos (goiaba, maracujá e umbu) provenientes de 

indústria processadores de sucos do Estado de Sergipe para servirem como substratos em 

fermentações submersas utilizando microrganismos endófitos da goiaba, maracujá e umbu de 

cultura puras (Aspergillus niger, Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces lactis) em produzir 

compostos voláteis de aroma. Inicialmente a polpa e os resíduos de goiaba, maracujá e umbu 

foram caracterizados quimicamente (umidade, cinzas, fibras, proteínas, lipídeos, açúcares, acidez 

titulável, Aw, pH e sólidos solúveis). Foram realizadas fermentações com os diferentes 

microrganismos em meio sintético contendo 5% de frutose e 0,5% de extrato de levedura. Os 

produtos fermentados foram analisados sensorialmente quanto a produção de aromas para a 

seleção do microrganismo com maior potencial. Esse microrganismo foi utilizado para a 

fermentação em meio contendo os resíduos com a seguinte composição: 5g de resíduo, 0,5g de 

glicose, 0,25g de extrato de levedura, 45 mL de água e 5 mL do inóculo a 150 rpm. O resíduo com 

maior potencial para a produção de aromas frutais foi selecionado através de testes sensoriais 

nos produtos fermentados obtidos. Experimentos fermentativos foram realizados com o 

microrganismo e resíduo promissor para produção de aromas e os fermentados foram analisados 

quanto ao pH, sólidos solúveis e açúcar redutor para estabelecer a cinética do processo 

fermentativo a cada 24h durante 4 dias. Os compostos voláteis produzidos foram capturados por 

duas técnicas de headspace (MEFS e Purge & Trap) e analisados por cromatografia gasosa 

acoplada a espectrometria de massas. Foram isolados 62 microrganismos, dentre estes 15 

obtiveram notas de aromas frutais (doce, frutal, floral, laranja, cítrico, maçã verde, abacaxi) e 

dentre esses, 6 foram selecionados para seus produtos fermentados foram analisados por 

cromatografia gasosa. A partir dos resultados obtidos da análise sensorial, o resíduo de goiaba e 
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a levedura Kluyveromyces lactis foram selecionados baseados na capacidade de produção de 

aromas. As principais descrições de aroma para o fermentado de resíduo de goiaba foram frutal, 

mel, fruta verde, ameixa, goiabada, banana, fermento e álcool. Foram detectados 43 compostos 

voláteis no produto fermentado usando o resíduo de goiaba. Dentre os compostos identificados 

podemos destacar: -cariofileno, 2-feniletil acetato, -humuleno, bisaboleno, humuleno, 3-metil 

butanol, bergamoteno, -cadineno, óxido de cariofileno e 2-feniletanol. A produção dos 

compostos voláteis foi bastante rápida, e na maioria dos casos, essa produção aconteceu a partir 

do primeiro dia de fermentação e teve o seu máximo entre 24-48h de fermentação. 

 

Palavras-chave: aroma, isolamento de microrganismos, goiaba, maracujá, resíduos 

agroindustriais, umbu 
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CHAPTER 2 

SCREENING OF MICROORGANISMS AND SELECTION OF AGROINDUSTRIAL WASTE 

FOR AROMA BIOPRODUCTION 

Abstract 

The aroma is the main factor in determining the quality of the taste and flavor of a food. Several 

publications report the production of flavors and fragrances through the secondary metabolism 

of fungi, yeasts and bacteria which depends on the strain and culture conditions. The objective of 

this research was to evaluate the potential of utilizing some agroindustrial wastes resulting from 

the processing of guava, passion fruit and umbu pulps in the state of Sergipe, Brazil which could 

serve as substrates in submerged fermentation using endophytic microorganisms isolated from 

guava, passion fruit and umbu fruits as well as the use of pure cultures (Aspergillus niger, 

Kluyveromyces marxianus and Kluyveromyces lactis) to produce volatile aroma compounds. 

Initially the pulp and guava, passion fruit or umbu fruit processing wastes were chemically 

characterized (moisture, ash, fiber, proteins, lipids, sugars, titratable acidity, Aw, pH and soluble 

solids). Fermentations with different microorganisms on synthetic medium containing 5 % 

fructose and 0.5% yeast extract were performed. Fermented products were analyzed for the 

production of sensory aromas for the selection of the microorganism which presented the 

highest potential. This medium used for fermentation contained waste residues and had the 

following composition: 5 g of residue, 0.5 g of glucose, 0.25 g of yeast extract, 45 ml of water and 

5 ml of inoculum at 150 rpm. The residue with the greatest potential for producing fruity aroma 

was selected through sensory testing in fermented products. Further fermentation experiments 

were performed using the microorganism and the promising residue for production of flavorings 

and fermented products were analyzed for pH, soluble solids and reducing sugar to monitor the 

fermentation process every 24 hours for 4 days. The volatile compounds produced were 

captured by two headspace techniques (SPME and Purge & Trap) and analyzed by gas 

chromatography- mass spectrometry. Sixty-two microorganisms, among these 15 had produced 

the notes of fruity flavors (sweet, fruity, floral, orange, citrus, green apple, pineapple), and 

among these, 6 were selected for finally obtaining the  fermented products which were analyzed 

in gas chromatography system coupled with with mass spectrometry. From the results of the 
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sensory analysis, the yeast Kluyveromyces lactis and guava processing residue were selected 

based on the capacity of aromas. The main flavor descriptors in the fermented products were 

fruity guava, honey, fruit green, plum, guava, banana, yeast and alcohol. Forty-three volatile 

compounds were detected in the fermented product obtained by using the guava processing 

residue. Among the identified compounds, the presence of -caryophyllene, 2-phenylethyl 

acetate, -humulene, bisabolene, humulene, 3-methyl butanol, bergamoteno, -cadinene, 

caryophyllene oxide and 2-phenylethanol. The production of volatile compounds was quite rapid, 

and in most cases, this production occurred from the first day of fermentation and had its 

maximum between 24-48h of fermentation.  

 

Key-words: agroindustrial wastes, isolation of microorganisms, flavor, guava, passion fruit, wastes, 

umbu 
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2.1 INTRODUÇÃO 

 

 O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma produção superior a 41 

milhões de toneladas (IBRAF, 2011), sendo prioritariamente destinada a suprir o mercado 

interno. Desse total produzido 47% são consumidas in natura e 53% são processados. Dos 47% 

das frutas frescas apenas 2% são exportados e do total processado 29% é exportado (Brazilian 

Fruit, 2013). Estima-se que no processamento de frutas, na produção de polpas e sucos, sejam 

gerados 40% de resíduos industriais. Afirma-se ainda que as perdas pós-colheita de frutas frescas 

atinjam 50% (Azevedo et al., 2011; Siddiq, 2012). 

Esses resíduos agroindustriais (cascas, sementes e bagaços) são de baixo custo e 

subutilizados, contendo substâncias bioativas de potencial, por vezes superior que na polpa, 

podendo ser utilizados como fonte de carbono em bioprocessos para obtenção de compostos de 

elevado valor comercial como etanol, enzimas, ácidos orgânicos, celulose e compostos de aroma, 

agregando importância ao que antes era tratado como resíduo (Medeiros et al., 2000; Soccol & 

Vandenbergue, 2003; Laufenberg, et al., 2003; Dhillon et al., 2004; Ajila et al., 2007; Rocha et al., 

2011). Porém, para agregar valor, são necessárias investigações científicas e tecnológicas dos 

mesmos. 

A produção biotecnológica de compostos de aroma vem sendo impulsionada pela 

crescente tendência do mercado consumidor por produtos rotulados como “naturais” e 

“saudáveis”. Esses compostos classificados como naturais podem ser de origem enzimática ou 

fermentativa, a partir de material orgânico enquanto a produção convencional envolve 

processos químicos (Krings & Berger, 1998; Maróstica Júnior & Pastore, 2007). 

Diante deste contexto, a biotecnologia se insere na busca de novos produtos e processos. 

Além da grande quantidade de rejeitos industriais que podem ser usados como substratos de 

fermentações, existem inúmeros microrganismos que podem ser isolados dos mais diferentes 

lugares principalmente num país como o Brasil, de grande extensão territorial, com diversos 

climas e florestas que ainda não foram estudadas com profundidade. Nesse sentido, o objetivo 

desse capítulo foi avaliar o potencial do uso de resíduos agroindustriais provenientes do 

processamento de polpas de frutas de goiaba, maracujá e umbu para a obtenção de compostos 

de aroma, através de fermentação submersa utilizando microrganismos endofíticos isolados 

dessas frutas como também microrganismos de culturas puras (Aspergillus niger, Kluyveromyces 

marxianus e Kluyveromyces lactis) com alto potencial aromático. 
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2.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.2.1 Local de execução 

O projeto foi desenvolvido no Laboratório de Flavor e Análises Cromatográficas (LAF) 

pertencente ao Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos (PROCTA) e 

no Laboratório de Microbiologia de Alimentos (LMA) do Departamento de Tecnologia de 

Alimentos (DTA) ambos da Universidade Federal de Sergipe, Campus de São Cristovão/SE. 

 

2.2.2 Frutas 

Os frutos de goiaba, maracujá e umbu foram adquiridos na CEASA (Central de 

Abastecimento de Sergipe), localizada em Aracaju. O estádio de maturação dos frutos foi 

selecionado “maduro” de acordo com cada fruta. Para a goiaba: coloração da casca amarela, 

firmeza reduzida e polpa vermelha (Figuras 6 e 7); para o maracujá: casca enrugada, polpa solta e 

odor característico (Figura 8); e para o umbu: coloração esverdeada claro, pouca firmeza (Figura 

9). Os frutos foram inicialmente selecionados manualmente quanto a danos físicos, ataques de 

insetos ou fungos.  

 

2.2.3 Resíduos agroindustriais 

Os resíduos agroindustriais (goiaba e umbu) foram cedidos pela empresa Pomar do Brasil 

Indústria e Comércio de Alimentos Ltda., localizada em Aracaju-SE. O resíduo de maracujá foi 

cedido pela empresa Maratá Sucos do Nordeste localizada em Estância-SE. Foram coletados 

cerca de 5kg de resíduo de cada fruta, onde foram imediatamente levados para o laboratório. Os 

mesmos foram pesados e armazenados a -18ºC, em freezer, em embalagens plásticas para 

posterior análise. O resíduo de goiaba era composto de casca, semente com polpa 

aderida/prensada. Os resíduos de maracujá e umbu eram compostos basicamente de semente 

com polpa aderida/prensada. Os resíduos foram triturados em moinho de facas (Marca: Tecnal; 

Modelo: Willye TE-650) com peneira de 20 mesh. A operação uniforme de trituração foi para se 

obter partículas menores com o intuito de facilitar a transferência de nutrientes para os 

microrganismos, uma vez que, o tamanho das partículas no meio, interfere no processo 

fermentativo, afetando a transferência de calor e massa (Coda et al., 2013). Entretanto, o 

acompanhamento da produção de compostos voláteis, consumo de substrato (açúcares), sólidos 

solúveis e pH foi realizado apenas no resíduo que produziu aromas promissores.  
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Figura 6: Frutos de goiaba 
 

 

Figura 7: Resíduo de goiaba antes e após moagem 
 

 

Figura 8: Frutos e resíduo de maracujá 
 

 
Figura 9: Frutos e resíduo (caroço) de umbu 
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2.2.4 Microrganismos 

 Foram utilizadas três cepas, sendo a primeiro fungo filamentoso e as demais, leveduras, 

conforme a Tabela 8: 

Tabela 8: Listagem dos microrganismos utilizados no experimento 
Microrganismo Especificação Ano fornecimento Fornecedor 

Aspergillus niger IOC 3677 2010 Fiocruz 

Kluyveromyces marxianus IOC 4405 2010 UFPE 

Kluyveromyces lactis CBMAI 548 2008 CPQBA/CAMPINAS 

 

2.2.5 Manutenção das cepas 

O método utilizado para a conservação das cepas consistiu na repicagem em ágar 

dextrose batata (PDA), para o fungo filamentoso e ágar sabouraud (AS) para as leveduras. Os 

meios foram diluídos em água destilada, com ajuste de pH (5,8). Em seguida o meio foi 

autoclavado a 121°C durante 15 min. Após esterilização, os meios inoculados foram incubados a 

30°C por cinco dias e posteriormente conservados a 4°C por no máximo três meses. 

 

2.2.6 Equipamentos 

Os principais equipamentos que foram utilizados nesta pesquisa foram os seguintes: 

Autoclave (Marca: Prismate; Modelo: autoclave vertical CS);  

Balança analítica (Marca: Shimadzu; Modelo: AY220);  

Capela de fluxo laminar (Marca: Pachane; Modelo: PCR T2);  

Centrífuga refrigerada (Marca: Eppendorf; Modelo: centrifuge 5810 R);  

Cromatógrafos a gás acoplados a espectrômetros de massa (Marca: Varian, GC 3800; MS400; 

Marca: Agilent, Modelo 7000);  

Destilador de proteína (Tecnal; Modelo: TE-0363);  

Digestor de proteína (Marca: Tecnal; Modelo: 06012);  

Estufa de secagem (Marca: Marconi; Modelo: MA-035/2);  

Estufa microbiológica (Marca: LS Logen scientific; Modelo: LS 800);  

Fermentador (Marca: INFORS- HT; Modelo: Minifors);  

Incubadora shaker (Marca Splabor; Modelo: SP-222);  

Mufla (Marca: EDG 1800; Modelo: EDGCOM IP);  

pHmetro (Marca: HANNA ; Modelo: pH 21);  

Purge and Trap Concentrator (Marca Tekmar; Modelo ATOMX);  

Purificador de água (Marca: Purelab; Modelo: Ultra); 

Ultra freezer (Marca: Sanyo; Modelo: VIP Series -86ºC). 
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2.2.7 Reagentes, padrões químicos e meios de culturas:  

Todos os reagentes químicos (hexano, éter, acetona), meios de cultura e padrões 

orgânicos (n-alcanos,-cariofileno, acetato de 2-feniletil, 2-feniletanol) foram da marca Sigma ou 

Merck.  

 

2.2.8 Determinação físico-química das polpas e dos resíduos 

As análises físico-químicas (umidade, cinzas, fibras, proteínas, lipídeos, açúcares, pH, 

sólidos solúveis, atividade de água e acidez titulável) foram realizadas nos resíduos in natura de 

goiaba, maracujá e umbu. Todas as análises foram realizadas em triplicata em três lotes. 

 

2.2.8.1 Umidade 

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico de volatilização, por secagem 

direta em estufa a 105°C, de acordo com o método 012/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008). 

Pesou-se 2g da amostra em cápsula de alumínio previamente tarada e aqueceu-se durante 3 

horas com posterior resfriamento em dessecador até a temperatura ambiente e pesagem. A 

operação de aquecimento e resfriamento foi repetida até peso constante. A umidade a 105°C foi 

expressa em g/100g. 

 

2.2.8.2 Cinzas 

O teor de cinzas foi determinado pela incineração da amostra em método gravimétrico, 

em que o material foi submetido a aquecimento a 550°C até a formação de um resíduo branco 

ou cinza claro, segundo o método 018/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008) e o resultado foi 

expresso em porcentagem (%). 

 

2.2.8.3 Fibras 

O teor de fibra bruta foi determinado segundo o método descrito por Ranganna (1986), 

baseado na digestão ácida seguida por uma digestão alcalina do material seco desengordurado, e 

o resultado expresso em porcentagem (%).  

 

2.2.8.4 Proteínas 

O teor de proteínas foi determinado pelo método Kjeldahl, segundo método 036/IV do 

Instituto Adolfo Lutz (2008), o qual realiza a determinação do teor de nitrogênio presente na 
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amostra. A amostra foi aquecida com ácido sulfúrico para a digestão até que o carbono e o 

hidrogênio fossem oxidados. Adicionou-se NaOH concentrado a 40%, sendo aquecido para a 

liberação da amônia dentro de um volume conhecido de uma solução de ácido bórico, formando 

borato de amônia que foi dosado com HCl padronizado. O fator de conversão foi de 6,25 e o 

resultado expresso em porcentagem (%). 

 

2.2.8.5 Lipídios 

A fração lipídica das amostras foi extraída com solvente orgânico (hexano) em aparelho 

Soxhlet, o qual extraiu os lipídios livres (triglicerídeos e ácidos graxos livres), segundo o método 

032/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008). O resultado final foi expresso em porcentagem (%). 

 

2.2.8.6 Açúcares 

A concentração de açúcares redutores foi determinada pelo método DNS (ácido 3,5-

dinitrosalicílico) conforme metodologia descrita por Miller (1959), com algumas adaptações, 

sendo que a intensidade da coloração foi medida em espectrofotômetro (marca JenWay, modelo 

UV-VIS 6750). Este método baseia-se no fato de, na presença de açúcares redutores, o ácido 3,5-

dinitrosalicílico ser reduzido a ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, com formação de um complexo 

acastanhado que pode ser doseado colorimetricamente a 540 nm. Para o cálculo da 

concentração dos açúcares redutores foi utilizada uma curva padrão construída previamente a 

partir de uma solução de glicose. 

 

2.2.8.7 pH 

O pH foi medido em potenciômetro da marca Thermo Scientific, modelo Orion 3 Star, 

calibrado com as soluções tampão (pH 4,0 e 7,0) a 20ºC, segundo o método 017-IV do Instituto 

Adolf Lutz (2008). A análise consistiu na homogeneizar usando 5g do resíduo com o auxilio de 50 

mL de água até a completa suspensão homogênea, e realizar a leitura do pH, após a estabilização 

do valor. 

 

2.2.8.8 Sólidos solúveis 

Os sólidos solúveis totais (SST) foram determinados por meio do refratômetro de bancada 

da marca Abbé, de acordo com método 010-IV do Instituto Adolfo Lutz (2008). Transferiu-se de 3 

a 4 gotas da amostra homogeneizada para o prisma do refratômetro devidamente aferido com 

água destilada e realizou-se a leitura. Os SST foram expressos em °Brix. 
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2.2.8.9 Atividade de água 

A atividade de água foi determinada por leitura direta no termo-higrômetro AQUA-LAB 

digital (Marca: Decagon Devices Inc.; Modelo CX-2), com temperatura controlada de 25,0 ± 0,1°C. 

2.2.8.10 Acidez total titulável 

A acidez total foi determinada por titulometria, titulando 10 g da amostra diluída em 100 

ml de água, acrescida de 3 gotas do indicador fenolftaleína a 1% com solução padronizada de 

NaOH 0,1 N. Os resultados foram expressos em % de ácido cítrico, segundo o método 017-IV do 

Instituto Adolfo Lutz (2008).  

 

2.2.9 Testes preliminares (seleção da fibra e otimização das condições de análises 

cromatográficas dos compostos voláteis) 

 Foram realizados testes preliminares a fim de determinar as melhores condições de 

análise dos compostos voláteis. Inicialmente, foi realizada a seleção do polímero das fibras 

utilizadas na técnica de captura por micro extração em fase sólida (MEFS). Foram testados 3 

fibras contendo os revestimentos PDMS (polidimetilsiloxano), PDMS/DVB 

(polidimetilsiloxano/divinilbenzeno) e DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/carboxen/ 

polidimetilsiloxano). 

 Outro ponto avaliado foi a programação de temperatura do forno, conforme descrito 

abaixo: 

Programação 1: (tempo total de 114 min) 

30°C (3 min.)  2°C/min    120°C  2°C/min  250°C 

Programação 2: (tempo total de 59,5 min) 

35°C (2 min.)  10°C/min  100°C (1min)  3°C/min  250°C 

 

2.2.10 Isolamento e seleção de microrganismos endófitos 

2.2.10.1 Esterilização superficial das amostras: 

 

Após seleção dos frutos injuriados, os mesmos foram submetidos ao tratamento prévio 

de esterilização, segundo método descrito por Petrini & Muller (1986) com modificações.  
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a) Lavagem das amostras coletadas em água corrente e sabão neutro a fim de retirar fungos 

epífitos; 

b) Imersão em álcool 70% v/v por 1 min, provocando a quebra da tensão superficial 

existente; 

c) Imersão em hipoclorito de sódio (NaClO) a 3 % por 3 min, promovendo a assepsia do 

material; 

d) Finalmente, foram lavadas em álcool a 70% v/v com a finalidade de retirar-se o excesso 

de hipoclorito de sódio. 

Como controle negativo foi realizado plaqueamento da última água da assepsia das amostras.  

 

2.2.10.2 Isolamento dos microrganismos 

 Após a esterilização as amostras foram submetidas a três métodos de isolamento. Foram 

retiradas amostras da casca, semente e polpa.  

Método de isolamento 1 (Figura 10): 

As frutas cortadas com cerca de 10x10mm, utilizando bisturi estéril. Um pedaço de cada 

foi colocado em água estéril ou em meio YM (1% glicose, 0,5% peptona, 0,3% extrato de malte, 

0,3% extrato de levedura, pH não ajustado), em tubos de ensaio largos, e a suspensão foi agitada 

em vortex durante 1min. Cada suspensão foi colocada em BOD (23°C), por um período de 7 dias, 

após as quais se procedeu a observação de turvamento no liquido sobrenadante (Fernandes, 

2008). Em caso de observação positiva para leveduras, a partir da suspensão de cada fruta em 

água foram realizadas diluições (10-2 a 10-6). Alíquotas de 0,1 mL de cada diluição foram 

inoculadas por espalhamento, em triplicata, em placa de Petri contendo meio YM Agar. As placas 

foram incubadas em BOD (23°C) e após três, cinco e sete dias registravam-se o número de 

colônias de leveduras. Em seguida foi realizada a técnica de esgotamento até confirmação que as 

colônias estavam puras. As culturas puras correspondentes a cada amostra de fruta foram 

mantidas em meio de cultura GYMP, a 4 ºC. 
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Figura 10: Esquema de isolamento de microrganismos 
Fonte: Adaptado de Fernandes (2008). 
 

Método de isolamento 2 (Figura 11): 

As frutas foram cortadas em pedaços de 5x5mm foram colocados em erlenmeyers de 

250mL contendo 50 mL de YM (1% glicose, 0,5% peptona, 0,3% extrato de malte, 0,3% extrato de 

levedura, pH não ajustado) e etanol 0,1%. Os frascos foram mantidos em shaker por um período 

de 7 dias a 30°C/150rpm (Bicas & Pastore, 2007). Em caso de observação positiva para leveduras, 

a partir da suspensão de cada fruta em água foram realizadas diluições (10-2 a 10-5), sendo 

alíquotas de 0,1 mL de cada diluição foram inoculadas por espalhamento, em triplicata, em placa 

de Petri contendo meio YM Agar. As placas foram incubadas em BOD (23°C) e após três, cinco e 

sete dias registravam-se o número de colônias de leveduras. Em seguida, foi realizada a técnica 

de esgotamento até confirmação que as colônias estavam puras. 
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Incubação BOD (até 7 dias) 

Sobrenadante  0,1mL 
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Placas (duplicata) 

Diluição em tubos (10 - 2 a 10 - 6 ) 

Incubadora BOD (até 7 dias) 

Esgotamento 
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Figura 11: Esquema de isolamento de microrganismos 
Fonte: Bicas & Pastore (2007). 

 

Método de isolamento 3 (Figura 12): 

Foi realizada a técnica de estriamento em placa contendo meio YM Agar. O plaquemento 

foi realizado com o auxílio de uma alça de platina e em forma de estrias em várias partes do 

fruto, próximo a casca, sementes e polpa. Após a inoculação, as placas foram incubadas vertidas 

em BOD (23°C) por até 15 dias e após crescimento de leveduras foi realizada a técnica de 

esgotamento até confirmação que as colônias estavam puras. 

Lavagem em água corrente 
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Figura 12: Esquema de isolamento de microrganismos 
Fonte: Fernandes (2008). 

 

2.2.10.3 Seleção dos microrganismos endófitos 

Para a seleção dos microrganismos endófitos foram realizados dois testes sensoriais. O 

primeiro teste foi baseado em metodologia descrita por Chiappini et al. (2005), onde os 

microrganismos isolados foram cultivados em placa contendo ágar YEPD (extrato de levedura, 

peptona e glicose) a 25°C por 72h.  

Um segundo teste, foi realizado em frascos erlenmeyers, adaptado de Uenojo & Pastore 

(2006). Inicialmente foi preparado um pré-inóculo para cada microrganismo isolado, onde três 

alçadas foram adicionadas em 100 mL de meio YM e incubados em shaker a 30°C por 48h a 150 

rpm. Após esse período, foi preparado 50mL de um meio de fermentação contendo 5% de 

frutose e 0,5% de extrato de levedura. As linhagens foram inoculadas com 5mL e os frascos 

incubados em shaker rotatório a 30°C e 150 rpm por 72 horas para avaliar a capacidade do 

microrganismo em produzir aroma pelo mesmo painel sensorial. 

Em ambos os testes, os aromas produzidos foram avaliados por uma equipe sensorial 

composta de 12 provadores (7 mulheres e 5 homens) familiarizados com aroma de frutas 

tropicais e com experiência prévia em análise descritiva quantitativa de aromas e sabores de 

frutas tropicais e produtos derivados. Inicialmente os julgadores descreveram as notas 

aromáticas percebidas nos meios fermentativos comparativamente a um controle não inoculado. 

Com as descrições utilizadas foi elaborada uma ficha de avaliação das amostras, associando a 

Sanitização  (álcool 70%) 

Corte com bisturi estéril 

Placa 

Incubação BOD 
até 15 dias 

Esgotamento 
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cada termo uma escala não estruturada a qual os julgadores avaliaram as amostras utilizando a 

ficha desenvolvida (Apêndice 1). Os resultados foram analisados por ANOVA e teste de média de 

Tukey. 

 

2.2.10.4 Análise dos compostos voláteis 

Após os microrganismos isolados serem selecionados pelo painel sensorial, os que 

apresentaram resultados promissores foram mais uma vez avaliados, sendo que desta vez foram 

utilizados em fermentação em meio contendo resíduo da fruta correspondente do seu 

isolamento e foram submetidos à análise cromatográfica. 

Foram utilizadas duas técnicas de isolamento de compostos voláteis por headspace para 

monitorar os compostos voláteis produzidos durante a fermentação dos microrganismos isolados 

selecionados: técnica cromatográfica de MEFS, e a técnica de Purga e Armadilha (Marca Tekmar; 

Modelo ATOMX).  

 

2.2.10.4.1 Análise dos compostos através da técnica MEFS 

Foi utilizada a técnica de MEFS (Micro extração em Fase Sólida) para analisar os 

compostos voláteis produzidos durante a fermentação, como mostrado na Figura 13. 

Inicialmente, os produtos fermentados foram colocados no próprio frasco da fermentação sob 

agitação magnética em banho-maria (40°C) por 10 min (tempo de equilíbrio). Em seguida, a fibra 

de sílica fundida revestida com PDMS/DVB (polidimetilsiloxano/divinilbenzeno) foi exposta ao 

headspace da solução para adsorção dos analitos por 30min. Após a adsorção dos voláteis, a 

fibra foi diretamente inserida no injetor cromatógrafo para a análise dos voláteis por 7 min 

(Ramos et al., 2008; Díaz et al., 2009; Cheong et al., 2010). O experimento foi realizado em 

triplicata. 
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Figura 13: Etapa da extração de compostos voláteis com a técnica MEFS. 
 

Os voláteis foram analisados por cromatografia a gás de alta resolução acoplada a 

espectrometria de massas. Foi utilizado um cromatográfico gasoso (marca Varian; modelo Saturn 

3900) acoplado a um espectrômetro de massas (marca Varian; modelo 4000) com analisador de 

armadilha de íons. O gás de arraste utilizado foi o hélio com fluxo de 1,0 mL/min. O injetor 

utilizado foi do tipo split/splitless, empregado no modo splitless com uma temperatura de 220°C.  

Os compostos foram separados em uma coluna capilar de sílica fundida com fase 

estacionária polar de polietileno glicol (CP-Wax52CB) de 30m de comprimento, 0,25mm 

diâmetro interno e 0,25μm de espessura do filme. A temperatura da linha de transferência foi de 

170°C com fonte de ionização por impacto de elétrons de 70 eV. A faixa de “scanning” de massa 

foi de 35 a 400 m/z. 

 

2.2.10.4.2 Análise dos compostos através da técnica Purge and Trap 

Os compostos voláteis produzidos foram analisados pelo sistema de purga e armadilha 

(Marca Tekmar; Modelo ATOMX), sendo os voláteis capturados pela armadilha Vocarb3000 e 

analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massas (GC-MS QQQ Agilent 

7000) do tipo triplo quadrupolo. Foram utilizados 5 mL de fermentado diluídos em 15 mL de 

água. As condições de isolamento e concentração utilizadas no ATOMX para a análise 

cromatográfica foram baseadas em Narain et al. (2007), descritas abaixo:  

Temperatura da amostra 25ºC; 

Tempo de purga: 15min; 

Fluxo de hélio: 40 ml/min; 

Temperatura de desorção: 180ºC; 
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Tempo de desorção: 10 min.  

A temperatura da linha de transferência: 180ºC. 

 

Os compostos foram separados em coluna capilar polar Carbowax (Marca Supelco; 

Modelo 20M; dimensões: 30 m x 0,25 mm x 0,25 μm). 

 

2.2.10.4.3 Identificação e quantificação de compostos voláteis 

A identificação dos compostos voláteis foi realizada pela comparação dos espectros de 

massas dos compostos das amostras com o padrão e com o banco de dados “NIST 2011” 

(National Institute of Standards & Technology) contendo aproximadamente um total de 243.000 

espectros de referência e pela comparação do índice de retenção linear (IRL) dos compostos com 

os de artigos da literatura e databases LRI & Odour (2013), calculados com base nos tempos de 

retenção de uma série de n-alcanos (C8 – C40) sob condições analíticas idênticas.  

O índice de retenção linear (IRL) foi calculado baseado no tempo de retenção dos 

padrões de alcanos autênticos versus o número de átomos de carbonos dos respectivos padrões 

de alcanos, multiplicado por 100 (Equação 1). 

 

IRL 

                            (Eq. 1) 

Onde: R = Tempo de retenção para o composto X; 

  n = Número de carbonos do n-alcano eluindo antes; 

   n+1 = Número de carbonos do n-alcano que elui depois. 

 

A curva de calibração externa foi obtida através da área do cromatograma e da 

concentração dos padrões -cariofileno e 2-FEA (Sigma Aldrich). As soluções padrão foram 

preparadas nas seguintes concentrações: 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,31; 0,63; 1,25 e 2,50 

ug/mL. 

 

2.2.10.5 Análise dos compostos não voláteis 

Os produtos fermentados foram inicialmente centrifugados à 10.000 rpm, à temperatura 

de 5°C durante 10min. Os sobrenadantes obtidos foram analisados quanto ao pH e teores de 

sólidos solúveis pelo método 017-IV e 010-IV do Instituto Adolf Lutz (2008), respectivamente.  



90 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Capítulo 2 

 

A determinação de açúcares redutores foi realizada pelo método DNS (Miller, 1959). Para 

esta análise, 5mL dos sobrenadantes foram transferidos para tubos de ensaios e adicionou-se 5 

mL de H2SO4 1,5 N. A solução foi mantida em banho fervente por 20 min, resfriado e, 

posteriormente neutralizada com NaOH 10%. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e 

filtradas para um balão, completando o volume com água destilada até 50 mL. Após completar o 

balão, uma alíquota de 500µL foi transferida para tubos de ensaio contendo 500µL de reagente 

de DNS. Os tubos contendo as amostras foram mantidos em água fervente por cinco minutos e 

resfriados. Após a adição de 5 mL de água destilada a absorbância foi medida a 540 nm em 

espectrofotômetro. O branco foi realizado da mesma forma, apenas substituindo a amostra por 

água destilada. Para converter os valores obtidos para uma concentração de açúcares expressa 

em gramas por litro (g/L), uma curva foi feita usando glicose como padrão. 

 

2.2.11 Seleção do resíduo e microrganismo com potencial produtor de aromas 

Foram utilizadas três cepas (Aspergillus niger, Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces 

lactis) disponíveis que eram potenciais produtores de aromas. A escolha foi baseada nos 

resultados da análise sensorial dos produtos fermentados obtidos a partir dos experimentos com 

cada microrganismo. Em seguida, verificou-se a potencialidade dos resíduos do processamento 

de polpa de goiaba, maracujá e umbu para produção de aroma através da fermentação dos 

mesmos utilizando a cepa selecionada anteriormente com posterior análise sensorial e 

cromatográfica dos aromas obtidos.  

A produção de compostos voláteis, não-voláteis e análise sensorial foi monitorada a cada 

24h durante 4 dias de fermentação apenas para a finalidade de seleção do resíduo e 

microrganismo promissor para produção de aromas. 

 

2.2.11.1 Obtenção do pré-inóculo 

 Para o preparo do pré-inóculo, o fungo filamentoso (Aspergillus niger) foi cultivado em 

Erlenmeyers de 250mL com 50 mL de meio PDA. O meio foi inoculado em superfície a partir da 

cultura retirada de um tubo inclinado até esporulação em estufa com temperatura controlada a 

30°C por 48h. 

No caso das leveduras (K. marxianus e K. lactis) os erlenmeyers de 250 mL com 50 mL do 

caldo sabouraud foram previamente autoclavados a 121 ºC por 15 minutos. Em seguida, três 

alçadas de células de cultura estoque foram transferidas para o caldo e incubadas em agitador 

orbital tipo “shaker” à 150 rpm em temperatura controlada a 30 ºC pelo período de 48 horas. 
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2.2.11.2 Screening dos microrganismos potenciais produtores de aromas:  

Para a seleção dos microrganismos foi preparado 50mL de um meio de fermentação para 

cada microrganismo contendo 5% de frutose e 0,5% de extrato de levedura (Uenojo & Pastore, 

2006) e 10% do pré-inóculo. A concentração inicial de leveduras foi ajustada para 1x108 células 

por mL de meio utilizando a câmara de Neubauer, de acordo com a metodologia preconizada por 

Barga (2007). Foram preparados também controles abióticos, onde o meio não foi inoculado com 

a cepa do microrganismo, e nestes também foram realizadas as análises cromatográficas. 

Os diferentes meios foram fermentados em frascos âmbar de 150 mL em agitador orbital 

tipo “shaker” a 75 rpm, conforme fluxograma na Figura 14. Foi realizada avaliação sensorial 

durante cinco dias para verificarmos dentre eles quais produziam aromas promissores.  

 

Figura 14: Fluxograma da seleção do microrganismo para a produção de aroma 
 

2.2.11.3 Seleção dos resíduos potenciais produtores de aromas:  

Após a seleção do microrganismo promissor para a produção de aromas frutais em meio 

sintético (conforme o item 2.2.11.2), este foi utilizado para os experimentos de seleção dos 

resíduos de frutas que apresentassem maior potencial para a produção de aromas. Os diferentes 

resíduos de frutas (goiaba, maracujá e umbu) foram fermentados conforme descrito no 

fluxograma apresentado na Figura 15. Os experimentos para a produção dos aromas foi realizada 

em frascos âmbar de 150 mL com a seguinte composição: 10% de resíduo, 1% de glicose, 0,5% de 

extrato de levedura e 10% do pré-inóculo em 45 mL de água destilada. Esses resíduos foram 

fermentados em agitador orbital tipo “shaker” a 75 rpm com concentração inicial de células de 

1x108/mL. O processo fermentativo foi acompanhado a cada 24h por 4 dias para avaliar a 

capacidade do meio em produzir aroma. Os experimentos foram realizados em triplicata. O pH 

foi ajustado para 5,0 utilizando-se as soluções de HCl ou NaOH, ambas na concentração de 1N. 

Os meios foram esterilizados em autoclave a 121ºC por 15 min. 

 

Figura 15: Fluxograma da seleção do resíduo para a produção de aroma 
50mL 

• 1% glicose 
• 0,5% extrato de levedura 
• 10% resíduo 
• 75rpm 
• pH 5 
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2.2.11.4 Análise sensorial dos produtos fermentados 

 Os produtos fermentados foram analisados sensorialmente quanto à produção de 

aromas, com 0, 24, 48, 72 e 96h após sua inoculação da mesma forma como descrito no item 

2.2.10.3. 

 

2.2.11.5 Análise dos compostos voláteis e não voláteis 

Após os resultados dos experimentos realizados nos itens 2.2.11.3 e 2.2.11.4, realizou-se 

fermentações com o resíduo e o microrganismo selecionado durante 4 dias e os produtos 

fermentados obtidos foram submetidos às análises de compostos voláteis e não voláteis a cada 

24h da mesma forma que foi realizado nos produtos fermentados obtidos com cepas isoladas 

das frutas (itens 2.10.4 e 2.10.5). Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 

2.2.11.5.1 Análise de compostos não voláteis 

Foi realizada da mesma forma que descrita no item 2.2.10.5. 

 

2.2.11.5.2 Análise dos compostos voláteis 

Foi utilizada a técnica de MEFS para analisar os compostos voláteis produzidos durante a 

fermentação da mesma forma descrita no item 2.9.4 

 

2.2.12 Análise estatística 

Os dados foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA), ao Teste de Tukey ao nível 

de 5% de significância utilizando-se o programa estatístico Statistical Analysis System (SAS). 

 

2.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

2.3.1 Determinação físico química da polpa e dos resíduos obtidos após processamento de 

polpas de frutas 

A produção de compostos de aroma durante a fermentação é induzida pela presença de 

nutrientes nos substratos. Portanto, a caracterização dos resíduos in natura de goiaba, maracujá 

e umbu utilizados nos experimentos (Tabela 9), visou identificar a composição destes com a 

finalidade de analisar a relação entre o conteúdo dos nutrientes e a produção de aromas.  
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Tabela 9: Composição físico-química de polpa e resíduo de goiaba, maracujá e umbu 
Características 
físico-químicas 

Polpa Resíduo 

Goiaba Maracujá Umbu Goiaba Maracujá Umbu 

Umidade (g/100g) 80,12b ± 0,14 88,42a ± 0,13 88,91a ± 0,09 61,62a ± 0,33 20,09b ± 0,32 15,05c ± 0,15 

Cinzas (g/100g) 0,71a ± 0,03 0,80a ± 0,05 0,55b ± 0,06 0,46b ± 0,33 1,09b ± 0,04 10,09a ± 0,15 

Lipídios (g/100g) 0,41b ± 0,04 0,83a ± 0,11 0,20c ± 0,01 0,90c ± 0,18 18,35a ± 0,75 9,25b ± 0,09 

Proteínas (g/100g) 0,62a ± 0,08 0,70a ± 0,16 0,61a ±  0,35 2,09b ± 0,05 6,93a ± 0,49 0,90c ± 0,01 

Açúcar redutor (% 

glicose) 
5,06a ± 0,25 3,78b ± 0,41 3,11b   ± 0,18  11,20a ± 0,52 1,08b ± 0,35 1,25b ± 0,09 

Açúcares totais 

(g/100g) 
6,16c ± 0,15 8,15a ± 0,07 7,21b ± 0,22 13,02 ± 0,33 nd* nd 

Fibras (g/100g) 3,94a ± 0,25 0,59b ± 0,14 0,55b ± 0,06 22,35c ± 0,65 48,72a ± 1,50 19,80b ± 1,04 

pH 3,71a ± 0,01 2,98b ± 0,06 2,80c ± 0,00 4,80a ± 0,27 4,45a ± 0,06 3,21b ± 0,01 

Acidez (% ácido 

cítrico) 
0,79c ± 0,02 3,69a ± 0,23 1,65b ± 0,03 0,84a ± 0,13 0,78a ± 0,05 0,35b ± 0,06 

Sólidos solúveis 

(°Brix) 
8,6c ± 0,3 12,9a ± 0,0 10,3b ± 0,0 4,9a ± 0,2 1,1c ± 0,0 2,5b ± 0,1 

Aw    0,9920a ± 0,0008 0,9654b ± 0,0027 0,9515c ± 0,0005 

*nd. Não detectado 
Letras diferentes, na mesma linha, para a mesma parte do fruto, diferem significativamente, de 
acordo com o teste de Tukey, em nível de 5% de probabilidade. 

 
Avaliando os resultados obtidos para a polpa de goiaba, maracujá e umbu verificou-se 

que houveram diferenças significativas para todos os parâmetros avaliados, exceto para a 

proteína. O teor de umidade da polpa de maracujá foi de 88,4% enquanto o de cinzas foi de 

0,80%. De acordo com a Tabela Brasileira de Composição de Alimentos (TACO, 2006), o teor de 

umidade e de cinzas do maracujá são de 82,9% (base úmida) e 0,8%, respectivamente, e de 

85,72% e 0,77% segundo Tuma et al. (1980), estando os resultados encontrados nas análises do 

projeto bem próximos a estes valores. 

O teor de umidade das polpas de goiaba foi 80,12%, apresentando diferença estatística 

(p>0,05) quando comparada com as polpas de maracujá e umbu, que obteve teores de umidade 

de 88,24 e 88,91%, respectivamente. Galvão (2002) analisando a polpa de umbu reportou teores 

de umidade de 89,22%, e TACO (2008) apresenta teores de umidade de 80,72%, dados que 

corroboram com os resultados reportados no presente estudo. 

O conteúdo mineral foi quantificado a partir da determinação de cinzas, obtendo-se 

maiores teores para a polpa de maracujá e goiaba que apresentaram respectivamente 0,80 e 

0,71%, sendo que, o teor de cinzas quantificado no presente estudo para a polpa de goiaba foi 

superior ao encontrado por Vasques (2003), que reportou 0,41% de cinzas na polpa. Menores 

teores de cinzas foram encontrados para a polpa de umbu (0,55%), sendo que Galvão (2002) 

trabalhando com o mesmo fruto obteve 0,70% de cinzas. 
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Os açúcares totais apresentaram maiores teores para a polpa de maracujá (8,15%), dado 

que corrobora com os obtidos por Ciabotti et al. (2000) que reportou 8,48% de açúcares totais 

para o mesmo fruto. Ainda para a polpa de maracujá Jazantti et al. (2012) relatou uma 

quantidade de açúcares totais para as polpas de maracujá cultivadas de modo orgânico e 

tradicional de 5,26 e 3,63%, respectivamente, valores esses menores do que o encontrado neste 

trabalho. Para a polpa de umbu foram encontrados os valores de 3,11 e 7,21% para açúcares 

redutores e totais respectivamente. Lima et al. (2003) encontrou para a polpa de umbu valores 

de açúcares redutores de 4,51% e 7,74% para açúcares totais, valores estes próximos ao 

encontrado neste estudo. Vila et al. (2007) avaliando revestimento de polpa de goiaba reportou 

uma valor de açúcares redutores de 5,93% e para açúcares redutores um valor de 4,94%, valores 

próximos ao encontrado neste trabalho para a polpa de goiaba. O teor de açúcar de um fruto 

pode variar conforme os nutrientes do solo, como também seu estádio de maturação. 

Para o conteúdo de fibras as polpas de maracujá e umbu não apresentaram altos valores 

e não diferiram entre si significativamente. O destaque se deve a presença em quantidade de 

fibras na polpa de goiaba. Estudos recentes revelaram que uma quantidade de 3 a 6% de fibras 

em um alimento torna-o fonte deste nutriente, fazendo assim que a goiaba se destaque como 

fonte deste nutriente. Martinez et al. (2012) reportou em seu estudo sobre a composição de 

fibras em diferentes frutas tropicais valores para a polpa de goiaba de 11,1g/100g de polpa, 

sendo este valor muito mais alto que o encontrado neste trabalho. O autor ainda salienta que a 

presença em grande quantidade de fibras pode estar associada com a presença de compostos 

antioxidantes naturais.  

Os valores de pH, °Brix e acidez encontram-se em concordância com os valores citados 

por Brunini et al. (2003) que avaliou influência do tempo de armazenamento para polpa de 

goiaba, sendo esses valores de pH 3,76-3,86, acidez de 0,362-0,408 g de ácido cítrico/100g de 

polpa e teor de sólidos solúveis de 8,5-9,09 °Brix ao longo de 24 dias de armazenamento. Para as 

polpas de maracujá e umbu os valores encontrados também encontram-se em conformidade 

com a literatura. Monteiro et al. (2005) encontrou para a polpa de maracujá amarelo pH de 2,9, 

sólidos solúveis em torno de 14°Brix e acidez de 3,8 em média, sendo esses resultados coerentes 

com o encontrado para esta polpa neste trabalho. Para a polpa de umbu Lima et al. (2003) 

encontrou para o pH de polpa de umbu um valor de 2,16, sólidos solúveis por volta de 10°Brix e 

acidez de 1,45 g de ácido cítrico/100g de polpa. A polpa de umbu estudada neste trabalho 

apresentou comportamento semelhante nestes constituintes como reportado por Lima et al. 

(2003). 

Com base nos valores obtidos verificou-se que os resíduos apresentam grandes 

diferenças significativas (p < 0,05) entre eles, principalmente, nos teores de umidade, lipídeos, 

proteínas, fibras, sólidos solúveis e atividade de água. Houve semelhança apenas nos teores de 

cinzas, pH e acidez entre os resíduos de goiaba e maracujá. 
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 O teor de umidade do resíduo de goiaba foi bastante elevado (61,62%), quando 

comparado com os de maracujá (20,09%) e umbu (15,05%). O elevado teor de umidade em 

conjunto com o valor de atividade de água (0,9920) é um fator limitante e indica que esse 

resíduo é bastante propício a deterioração microbiológica. 

 De maneira geral, verifica-se que, quanto aos minerais, os resíduos se destacam pela 

grande variação nos conteúdos de cinzas, com valor mínimo de 0,96% (goiaba) e máximo de 

10,09% (umbu) que foi próximo ao valor citado por Abud & Narain (2009) de 12,5% para resíduo 

de umbu. Os resíduos de goiaba e maracujá apresentaram valores próximos a 1%, inferior aos 

valores encontrados na literatura para farelos para goiaba e maracujá são próximos de 2 e 4%, 

respectivamente (Azevedo et al., 2007; Abud & Narain, 2009; Lira et al., 2011). 

 Observando-se os resultados dos lipídeos constatou-se que todos os resíduos 

apresentaram quantidades significativas desse nutriente, com exceção do resíduo de goiaba, que 

apresentou apenas 0,90%. Verificou-se uma alta concentração no resíduo de maracujá e umbu, 

sendo 18,35 e 9,25%, respectivamente. Esses valores foram próximos aos encontrados por Abud 

& Narain (2009) em resíduos de maracujá e umbu. Matias et al. (2005), ao avaliarem os resíduos 

de goiaba, obtiveram valores inferiores (0,13%) ao encontrados neste estudo. Entretanto, Sousa 

et al. (2011), ao analisarem resíduos de goiaba, reportaram teores bem superiores (2,94%) de 

lipídeos. 

 A composição de proteína dos resíduos variou de 0,90 (umbu) a 6,93 g/100g (maracujá). 

As frutas de uma maneira geral não são fontes potenciais de proteínas, entretanto parece que 

esse macronutriente se encontra predominantemente nas cascas e sementes. O valor de 

proteína encontrado para o resíduo de goiaba (2,09%) foi inferior aos valores citados na 

literatura para farelo de goiaba. No entanto, foi similar aos valores citados por Matias et al. 

(2005) de 1,65% e Sousa et al. (2011) de 2,82% para resíduo de goiaba “in natura”. O teor de 

proteínas no resíduo de umbu (0,90 g/100g) foi similar ao reportado por Santos et al. (2011) e 

Galvão (2002). O resíduo de maracujá apresentou valor inferior ao citado pela literatura (Butolo, 

1993; Korndorfer et al 1998; Ferrari et al., 2004). Esse fato é devido que os resíduos de maracujá 

usados nas referências são oriundos da casca do fruto enquanto que nessa pesquisa são 

constituídos de semente/caroço. 

 De maneira geral, resíduos agroindustriais contêm quantidades significativas de fibras 

alimentares, conforme os resultados obtidos de 22,35%; 48,72% e 19,80% de fibra total para 

resíduo de goiaba, maracujá e umbu, respectivamente, estando em concordância com os dados 

de goiaba (Matias et al., 2005), maracujá (Butolo, 1993; Korndorfer et al., 1998; Lousada Júnior 

2006; Azevedo et al., 2007; Abud & Narain, 2009) e umbu (Abud & Narain, 2009). O teor de fibras 

é um importante constituinte químico, que atuam como fonte de carbono e energia durante a 

fermentação, e todos os resíduos apresentaram elevado teor.  
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 A acidez é um importante parâmetro na avaliação do estado de conservação. Os valores 

de acidez encontrados (0,35 a 0,84%) e pH (3,21 a 4,80) refletem resíduos ácidos, que 

proporcionam uma maior estabilidade, dificultando o crescimento de microrganismos, apesar de 

não evitar totalmente a deterioração de por fungos ou bactérias. Uchoa et al. (2008) analisando 

pó de resíduo de goiaba, encontraram o teor de acidez de 1,21% e o pH de 4,60, enquanto Abud 

& Narain (2009) encontraram valores de 0,08%, 0,27% e 0,15% para acidez e pH de 4,88, 3,12 e 

4,21 em resíduo de goiaba, umbu e maracujá, respectivamente. Este fato deve-se provavelmente 

que o presente estudo e o realizado por Abud & Narain (2009) utilizaram resíduos provenientes 

da região dos tabuleiros costeiros. 

 Os valores de sólidos solúveis (ºBrix) encontrados nos resíduos de goiaba, maracujá e 

umbu foram 4,9; 1,1 e 2,5ºBrix, respectivamente. Valores maiores de sólidos solúveis eram 

esperados, uma vez que grande parte dos teores de sólidos solúveis totais presentes nas frutas, 

também estão presentes em seus resíduos. No entanto, os resíduos apresentavam em sua 

composição uma predominância de sementes/caroço. Uchoa et al. (2008) justificaram que esses 

teores podem variar com o processamento aplicado na extração da polpa, fatores climáticos, 

variedade do fruto, tipos de solo e diversos outros fatores agronômicos. 

Essas variações na composição química são condicionadas por diversos fatores como: 

variedade do fruto, incluindo a proporção de sementes e cascas no resíduo; estado de 

maturação dos frutos, pois, por exemplo, em estágio avançado de maturação, possuem maior 

percentual de umidade e carboidratos. Outro fator, é o solo da região dos tabuleiros costeiros, 

considerados como profundos e de baixa fertilidade. Em virtude dessas variações e do baixo teor 

de nutrientes, para favorecer o crescimento microbiano necessitou-se que o meio de cultivo 

fosse suplementado com glicose e extrato de levedura. Além disso, o pH do meio também foi 

ajustado para 5,0, sendo considerado favorável para o crescimento dos microrganismos. 

 

2.3.2 Seleção da fibra 

Os compostos voláteis produzidos no processo biotecnológico de obtenção de aroma a 

partir de resíduos de goiaba utilizando Kluyveromyces lactis foram analisados utilizando a técnica 

de MEFS. A literatura (Antalick et al., 2010; Begala et al., 2002; Howard et al., 2005) relata que a 

eficácia depende da composição da fibra. E nesse sentido, inicialmente, foram testadas algumas 

fibras (PDMS/DVB, DVB/CAR/PDMS e PDMS) visando uma melhor captura dos compostos 

voláteis. 

A fim de se comparar os perfis de voláteis obtidos, as análises de MEFS ocorreram nas 

mesmas condições: tempo de equilíbrio (10min), tempo de extração (30min) e temperatura de 

extração (40°C) baseado nos dados da literatura (Ramos et al., 2008; Díaz et al., 2009; Cheong et 

al., 2010). Os experimentos foram realizados em triplicata e o melhor resultado de cada análise 
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foi possível separar 42, 36 e 22 componentes voláteis para as fibras PDMS/DVB, DVB/CAR/PDMS 

e PDMS, respectivamente.  

A Figura 16 apresenta o cromatograma dos íons totais (TIC) do HS-MEFS do produto 

fermentado de resíduo de goiaba obtido com revestimentos diferentes (PDMS/DVB, 

DVB/CAR/PDMS e PDMS). Como pode ser visto o revestimento PDMS/DVB extraiu os compostos 

voláteis em maior intensidade, onde, por exemplo, obteve-se o pico de -cariofileno com 

intensidade de 8,2x106, 1,0x106 e 1,1x106 counts, utilizando os revestimentos PDMS/DVB, 

DVB/CAR/PDMS e PDMS, respectivamente. 

Considerando a polaridade dos materiais dessas fibras, o revestimento de PDMS é o mais 

apolar seguido pela mistura DVB/CAR/PDMS e PDMS/DVB (Bogusz Júnior et al., 2011). Foi 

possível verificar que a fibra PDMS/DVB foi a que apresentou melhor capacidade de captura dos 

compostos voláteis presentes no produto fermentado de resíduo de goiaba, sendo a mais 

adequada para esse tipo de analito provavelmente devido a sua baixa pressão de vapor 

(Pawliszyn, 1999; Lord & Pawliszyn, 2000). Esse mesmo comportamento foi observado por 

Stoppacher et al. (2010), os quais utilizaram 5 fibras (PA, PDMS, PDMS/DVB, CAR/PDMS e 

DVB/CAR/PDMS) para verificar o perfil dos metabólitos primários produzidos pelo fungo 

Trichoderma atroviride. Bonino et al. (2003) avaliaram o aroma de vinhos utilizou a técnica de 

MEFS e compararam 3 revestimentos (PDMS/DVB; CAR/DVB e PDMS), sendo a PDMS/DVB a fibra 

mais eficiente. 

Outro fator é a questão da espessura do filme, a qual variou de 30µm (PDMS e 

DVB/CAR/PDMS) a 65µm (PDMS/DVB), quanto mais espesso o filme favorece os compostos mais 

voláteis e filmes mais finos são ideais para moléculas grandes (Sigma, 2013). Baseado nisto, a 

fibra contendo o revestimento PDMS/DVB foi escolhida para todos os futuros experimentos 

posteriores. Esse tipo de revestimento é considerado bipolar e é indicado para extração de 

compostos altamente voláteis e polares. Além disso, fibras com fases adsorventes adicionais, 

como a DVB, são consideradas fibras mais eficazes (Díaz et al., 2009). 
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Figura 16: Comparação dos cromatogramas dos íons totais do produto fermentado obtido pelo 
uso de resíduo de goiaba extraídos por MEFS utilizando fibras de diferentes revestimentos. 
 

2.3.3 Otimização das condições de análises cromatográficas dos compostos voláteis 

Após a seleção da fibra para captura dos compostos voláteis foi realizada uma otimização 

do tempo de análise da corrida cromatográfica, visto que os compostos voláteis eluíam até 

90min de corrida, e no início da corrida somente após 15 min. Desta forma, para os 

experimentos posteriores foi utilizada uma nova programação com apenas 59,5min de análise, 

conforme pode ser observado na Figura 17, a qual demonstra os cromatogramas obtidos nas 2 

programações de temperatura de forno usada no CG. É possível verificar que com essa nova 

programação os compostos voláteis de aroma saíram em menor tempo de análise sem 

prejudicar a separação dos mesmos. 

 

DVB/PDMS

PDMS 
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Figura 17: Cromatogramas de resíduo de goiaba com programações de temperatura do forno 1 e 
2. 
 

2.3.4 Isolamento dos microrganismos a partir das diversas frutas (goiaba, maracujá e umbu) 

2.3.4.1 Seleção do microrganismo 

 

De acordo com a metodologia descrita no item 2.2.10.2 foram isolados, dentre todos os 

métodos de isolamento utilizados, 62 microrganismos, sendo que 23 da goiaba, 24 do maracujá e 

15 do umbu (Tabela 10). O método de isolamento 1, foi o método que possibilitou uma maior 

quantidade de microrganismos isolados utilizando o meio YM. Todos os microrganismos foram 

submetidos a dois testes sensoriais. O primeiro deles realizado em placas (ágar YEPD) e o 

segundo em meio sintético. Dentre esses 62 microrganismos, em apenas 4 foi registrada a 

presença de aroma na placa pelos membros da equipe sensorial, sendo 3 isolados do fruto da 

goiaba (LAF9, LAF13 E LAF18), 1 do maracujá (LAF5) e nenhum para o umbu. 

Tabela 10: Total de microrganismos isolados e produtores de aromas 

Atributos Goiaba Maracujá Umbu Total 

Isolados 23 24 15 62 

Método 1 3 1 0 4 

Método 2 11 13 5 29 

Aroma frutal 5 10 0 15 

 

No segundo teste sensorial realizado em erlenmeyer, dentre os 62 produtos fermentados, 

29 produziram aromas que foram percebidos pela análise sensorial, dos quais 11 da goiaba, 13 

no maracujá e 5 do umbu.  
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Dos 29 microrganismos produtores de aromas isolados, as cepas isoladas de umbu 

apresentaram apenas notas indesejáveis (pútrido, terra, esgoto, fermentado), e as demais 

produziram aromas agradáveis de intensidades variadas. Estes aromas produzidos indesejáveis 

pelos microrganismos isolados de umbu tem sua importância, no entanto os aromas alvo desse 

estudo foram os frutais e dessa forma não foram utilizados nesse trabalho, mas são potenciais 

para trabalhos futuros. Dentre os 29 isolados, 15 (52%) produziram aromas frutais segundo a 

percepção dos julgadores, sendo 10 provenientes do maracujá e 5 da goiaba. Das leveduras que 

produziram aromas desejáveis, 8 (53%) geraram aromas frutais segundo a equipe sensorial. 

Algumas das descrições de aromas citadas além de frutal foram: floral, doce, chiclete, fermento e 

cítrico.  

Na Tabela 11 e na Figura 18 pode-se observar a intensidade média do aroma percebido 

durante a fermentação dos microrganismos isolados de goiaba. Observa-se que o aroma frutal 

estava presente em todos os microrganismos isolados da goiaba, com maiores notas para as 

linhagens LAF9, LAF14 e LAF45, não apresentado diferenças significativas (p <0,05). As linhagens 

LAF9, LAF14 e LAF45 foram as que apresentaram maiores intensidades de aroma frutal, 

recebendo notas superiores a 6. A nota sensorial floral mereceu destaque para o microrganismo 

LAF9, obtendo nota 8. As maiores notas de aroma obtidas para os isolados de goiaba foram 

laranja (LAF45) e floral (LAF9), sendo bem mais intenso que dos outros aromas descritos.  
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Figura 18: Notas de diversos aromas observados nos produtos fermentados pelo uso de 
microrganismos isolados de goiaba em meio sintético 
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Tabela 11: Média* dos atributos para os produtos fermentados pelo uso de microrganismos 
isolados de goiaba em meio sintético 

Atributos LAF9 LAF10 LAF14 LAF22 LAF45 

Cítrico 0,0b 3,4a 0,0b 0,0b 0,0b 

Doce 6,5a 0,0d 0,0d 4,4c 5,0b 

Fermentado 0,0b 4,93a 5,6a 4,6a 5,4a 

Floral 8,2a 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

Frutal 6,4a 4,9b 6,4a 4,2b 7,4a 

Laranja 6,3b 2,6c 3,8c 0,0d 8,8a 

Maçã verde 0,0c 0,0c 0,0c 3,0b 4,8a 

* Em uma mesma linha, médias com letras em comum, não diferem entre si em nível de 5% de 

significância 

Com relação aos microrganismos isolados do maracujá verifica-se na Figura 19 e Tabela 

12 que os atributos frutal e doce foram descritos para todos os isolados. As descrições “abacaxi” 

e “fermentado” não foram percebidas apenas para LAF3 e LAF12, respectivamente. As maiores 

notas para o atributo doce foram obtidas apenas para as linhagens LAF3, LAF5, LAF33 e LAF35. As 

notas maçã verde e chocolate foram dadas apenas para o LAF3.  

0

2

4

6

8
Fermentado

Frutal

Doce

Maçã verde

CítricoChocolate

Abacaxi

Siriguela

Mangaba
LAF3

LAF5

LAF6

LAF7

LAF12

LAF33

LAF35

LAF37

LAF38

 
Figura 19: Notas de diversos aromas observados nos produtos fermentados pelo uso de 
microrganismos isolados de maracujá em meio sintético 
 

Deetae et al. (2011) avaliaram a produção de compostos de aroma por Proteus vulgaris. 

Os autores realizaram análise sensorial do fermentado com 33 painelistas não treinados que 

detectaram aroma frutal ao longo do processo fermentativo. Uenojo & Pastore (2010) a partir de 

80 microrganismos isolados de flores de margarida selecionaram 7, os quais produziram aromas 

intensos após 72h de fermentação. 
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Tabela 12: Média* dos atributos para os produtos fermentados pelo uso de microrganismos 
isolados de goiaba em meio sintético 

Atributos LAF3 LAF5 LAF6 LAF7 LAF12 LAF33 LAF35 LAF37 LAF38 LAF39 

Abacaxi 0,0d 2,3abc 3,7a 2,1bc 2,9ab 2,3abc 0,31d 0,21d 1,4cd 0,0d 

Chocolate 5,5a 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

Cítrico 0,0b 0,0b 0,0b 4,4a 0,0b 0,0b 4,5a 0,0b 0,6b 0,0b 

Doce 6,6ab 8,0a 4,6d 3,2d 5,8bc 7,2a 7,1a 3,3d 5,8bc 5,1cd 

Fermentado 3,7a 4,9a 4,0a 4,7a 0,0b 4,2a 3,5a 4,4a 4,7a 1,0a 

Frutal 6,4a 7,4a 6,4a 4,0bc 5,5a 4,7ab 6,1a 4,7abc 2,6cd 2,0d 

Maçã verde 2,4a 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Mangaba 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,8a 0,0 0,0 0,0 0,0 

Siriguela 0,0 0,0 7,3a 0,0 6,5a 7,2a 0,0 0,0 0,0 0,0 

* Em uma mesma linha, médias com letras em comum, não diferem entre si em nível de 5% de 

significância. 

 

2.3.4.2 Fermentação por microrganismos selecionados no meio contendo resíduos 

agroindustriais 

 

Após os resultados obtidos no item 2.3.4.1, foram selecionados 3 cepas do isolados de 

goiaba, LAF9, LAF14 e LAF45, e 3 de maracujá, LAF3, LAF5 e LAF35, para novas fermentações em 

meio de cultura contendo resíduo agroindustrial das respectivas frutas. As Figuras 20 e 21 

demonstram os microrganismos selecionados a partir do isolamento das frutas de goiaba e 

maracujá, respectivamente. Os mesmos apresentaram as seguintes características morfológicas 

quando visualizadas em microscópio: 

LAF9: esféricas, pequenas, brancas e aspecto leitoso; 

LAF14: bastonetes, transparentes e diversos tamanhos; 

LAF 45: transparente, com bordas escuras e finas. 

LAF3: aspecto leitoso bem claro, esféricas e pequenas; 

LAF5: aspecto leitoso, esféricas, pequenas e médias; 

LAF35: esféricas, amarelas e opacas; 
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Figura 20: Fotografias das placas das cepas selecionadas de goiaba 
 

 

   
Figura 21: Fotografias das placas das cepas selecionadas de maracujá 
 

De acordo com a Tabela 13 foi possível verificar as descrições pelo painel sensorial dos 

produtos fermentados com meio contendo resíduos de goiaba e maracujá. A percepção de 

aroma de goiaba nos produtos fermentados com meio contendo resíduo de goiaba foi unanime. 

No meio contendo resíduo de maracujá a intensidade e as descrições foram muito similares 

entre as cepas desse grupo. Além disso, a intensidade do aroma percebido foi sensivelmente 

superior nos meio contendo resíduo de goiaba ou maracujá quando comparado com o meio 

contendo apenas glicose e extrato de levedura, onde podemos afirmar que a composição dos 

resíduos (Tabela 9) influenciou nesse aspecto, podendo ser atribuído ao maior teor de glicose e a 

presença de alguns aminoácidos desses resíduos. Esse mesmo comportamento foi percebido por 

Uenojo (2003), que fermentou microrganismos isolados de frutas em meio contendo resíduo 

agroindustrial (casca de café seco, bagaço de uva) com e sem a adição de glicose, e o meio 

contendo maior quantidade de glicose apresentou uma maior intensidade e melhor descrição 
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dos aromas percebidos. Esse resultado demonstra que as cepas utilizam a glicose do meio como 

fonte de carbono para seu crescimento. 

Tabela 13: Descrição dos aromas percebidos pelos provadores em meio sintético e meios com 
resíduo de maracujá (LAF3, LAF5 e LAF35) e goiaba (LAF9, LAF14 e LAF45). 

Microrganismo 
Aroma do produto fermentado 

Meio usando resíduo Meio sintético 

LAF9 Goiaba, goiaba queimada, doce, 

goiabada, hortelã, frutal, caramelo 

Frutal, doce, laranja, floral 

LAF14 Frutal, rosa, hortelã, goiaba, mel, 

doce, fumaça 

Frutal, laranja, fermento 

LAF45 Goiaba, doce Frutal, floral 

LAF3 Doce, frutal, ácido 

 

Frutal, doce, maçã verde, chocolate, 

fermento 

LAF5 Rosas, frutal, ácido, doce Frutal, doce, abacaxi, fermento 

LAF35 Frutal, maracujá, doce Frutal, doce, abacaxi, fermento, 

cítrico 

 

 As notas da análise sensorial das cepas dos isolados de goiaba fermentados em meio 

sintético (MS) e em meio contendo resíduo de goiaba (RES) estão apresentadas na Figura 22 e na 

Tabela 14. Além dos aromas anteriormente descritos em meio sintético, os avaliadores 

perceberam no meio contendo resíduo aroma de hortelã, fumaça e goiaba, sendo o aroma de 

goiaba perceptível por todos os provadores nas 3 cepas testadas. Entretanto, o aroma de laranja 

e maçã verde foi percebido apenas em meio sintético. 
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Figura 22: Notas de diversos aromas percebidos nos produtos fermentados pelo uso de 

microrganismos isolados de goiaba em meio sintético e meio de resíduo de goiaba. 
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Tabela 14: Média* dos atributos para os produtos fermentados pelo uso de microrganismos 
isolados de goiaba em meio sintético e meio de resíduo de goiaba 

Atributos  LAF9MS LAF9RES LAF14MS LAF14RES LAF45MS LAF45RES 

Doce 6,5a 5,6a 0,0b 7,3a 5,0a 6,0a 

Fermentado 0,0c 0,0c 5,6b 0,0c 5,4b 8,0a 

Floral 8,2a 0,0c 0,0c 4,9b 0,0c 0,0c 

Frutal 6,4b 6,5b 6,4b 5,5b 7,4a 0,0c 

Fumaça 0,0b 0,0b 0,0b 5,5a 0,0b 0,0b 

Goiaba 0,0b 7,5a 0,0b 6,5a 0,0b 7,0a 

Hortelã 0,0b 8,2a 0,0b 7,5a 0,0b 0,0b 

Laranja 6,3b 0,0d 3,8c 0,0d 8,8a 0,0d 

Maçã verde 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 4,8a 0,0b 

* Em uma mesma linha, médias com letras em comum, não diferem entre si em nível de 5% de 

significância. 

 

 A Figura 23 e Tabela 15 apresentam as notas dos diversos aromas percebidos durante a 

análise sensorial das cepas dos isolados de maracujá fermentados em meio sintético (MS) e em 

meio contendo resíduo de maracujá (RES). Os avaliadores descreveram apenas 3 aromas no 

produto fermentado sendo cítrico, doce e frutal. Apenas o LAF5 apresentou nota superior no 

atributo doce quando utilizamos meio com resíduo de maracujá. 
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Figura 23: Notas de diversos aromas percebidos nos produtos fermentados pelo uso de 

microrganismos isolados de maracujá em meio de resíduo de maracujá. 
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Tabela 15: Média* dos atributos para os produtos fermentados pelo uso de microrganismos 
isolados de maracujá em meio sintético e meio contendo resíduo de maracujá 

Atributos LAF3MS LAF3RES LAF5MS LAF5RES LAF35MS LAF35RES 

Abacaxi 0,0b 0,0b 2,3a 0,0b 0,31b 0,0b 

Chocolate 5,5a 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

Cítrico 0,0b 3,0a 0,0b 3,2a 4,5a 2,9a 

Doce 6,6a 7,0a 5,0b 6,2a 7,1a 7,5a 

Fermentado 3,7a 0,0b 4,9a 0,0b 3,5a 0,0b 

Frutal 6,4a 7,1a 7,4a 8,0a 6,1a 7,5a 

Maçã verde 2,4a 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 

* Em uma mesma linha, médias com letras em comum, não diferem entre si em nível de 5% de 

significância. 

 

2.3.4.3 Análise dos compostos voláteis 

 

 As Tabelas 15, 16 e 17 apresentam os compostos voláteis obtidos pelo uso das cepas 

LAF9, LAF14 e LAF45, respectivamente, enquanto as Tabelas 18, 19 e 20 pelo uso das cepas LAF3, 

LAF5 e LAF35, respectivamente, utilizando as técnicas de MEFS e Purge and Trap, em meio 

sintético e com resíduo, com o uso de coluna polar e apolar. 

Os compostos voláteis presentes nos controles abióticos referem-se aos resultados 

obtidos em todas as condições dos experimentos (técnicas de extração –MEFS e Purge and Trap; 

meio sintético ou meio com resíduo agroindustrial; coluna cromatográfica apolar e polar). Esses 

resultados foram obtidos em quantidade muito inferiores aos obtidos nos produtos fermentados 

com as cepas isoladas das frutas e dessa forma não foi quantificado. 

A Tabela 16 apresenta os valores obtidos para a cepa LAF9, onde foram identificados 30 

compostos. As principais classes foram dos ésteres, alcoóis e terpenos, onde podemos destacar 

os compostos acetato de etila, pentanol e o -cariofileno que foram presentes em todos os 

experimentos. Ao se avaliar os resultados obtidos em meio sintético e em meio contendo 

resíduo, verifica-se que os terpenos foram presentes apenas nos produtos fermentados que 

utilizaram resíduo agroindustrial de goiaba, incluindo o controle abiótico, exceto para o -

cariofileno, que foi presente em todas as condições analisadas. Os compostos terpênicos 

identificados são naturalmente presentes do resíduo e na fruta e sua presença no produto 

fermentado em meio sintético, contendo apenas extrato de levedura e glicose reforça que esta 

cepa foi capaz de produzir este composto. 
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Tabela 16: Compostos voláteis presente nos produtos fermentados obtidos pelo uso da cepa 
LAF9 isoladas de goiaba em meio sintético e meio contendo resíduo de goiaba utilizando a 
técnica de MEFS e Purge and Trap 

Classe Composto 

Controle 
abiótico 

(glicose + 
extrato de 
levedura + 
resíduo de 

goiaba) 

Cepa LAF9 
Técnica de Captura de Voláteis/coluna 

MEFS/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
polar 

Meio 
Sintético Resíduo 

Concentração (Mol/L) 

Ácido 
Ácido acético     30,7 
Ácido octanóico  45,5    

Álcool 

2-FE x 441,2 2605,2 1190,9  
2-metil propanol   5647,8 4553,3 116,3 
Etanol   13706,1 105536,1 190,7 
Pentanol  1006,5 61148,5 40861,9 126,7 

Aldeído Benzaldeido  64,8    

Éster 

2-FEA x 96,7    
Acetato de amila   1159,5 1283,9  
Acetato de butila   163,6   
Acetato de etila x 4227,5 20918,7 1481,4 3054,9 
Acetato de isoamila x 117,6 957,7  929,7 
Decanoato de etila  239,2    
Dodecanoato de etila  116,4    
Hexanoato de etila x 183,8    
Octanoato de etila  1961,2    
Octanoato de isoamila  68,6    
Propanoato de etila  302,5 1762,8 13751,6  

Terpeno 

2-careno x   1250,5 54,7 
3-careno x   4631,8 48,9 

-copaeno x   4046,5 42,7 

-guaieno x     
Alloaromadendreno x   3523,0 43,8 

-ocimeno x   1289,9 146,0 
Cariofileno x 85,2 188,1 23004,1 352,5 
Eucaliptol x   1529,0  
Humuleno x   4278,0 67,9 
Limoneno x   2366,7  
α-Selineno x   2652,6 34,0 
β-Selineno x   2658,9 28,6 

TOTAL 17 14 10 18 15 

 

A extração dos compostos voláteis nos produtos fermentados utilizando a cepa LAF9 foi 

mais eficiente quando utilizou-se a técnica de MEFS (constituindo 14 compostos) quando 

comparada com a técnica de Purge and Trap , o que continha apenas 10 compostos. Além disso, 

a classe dos ésteres apresentou melhor resultado quando os voláteis foram capturados pela 

técnica de MEFS, sendo 9 compostos, enquanto pela técnica de Purge and Trap o qual revelou a 
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presença de apenas 5. No entanto, a concentração dos compostos foi superior utilizando a 

técnica de Purge and Trap. Vale salientar que a técnica de MEFS demonstrou não ser eficiente 

para a captura de alcoóis, comportamento já descrito na literatura (Povolo & Cantarini, 2003).  

Os resultados obtidos com o uso da cepa LAF9 em meio contendo resíduo agroindustrial 

de goiaba utilizando coluna apolar apresentou relativamente maior número de compostos (18) 

quando comparado com os resultados em coluna polar (15).  

Os compostos voláteis dos produtos fermentados obtidos pelo uso da cepa LAF14 estão 

apresentados na Tabela 17. Foram identificados 38 compostos voláteis e dentre eles destacam-

se o 2-FE, o acetato de etila, acetato de isoamila e -cariofileno, que foram detectados em todas 

as condições avaliadas. Maiores concentrações foram obtidas para todos os compostos voláteis 

nos experimentos que utilizaram a técnica de Purge and Trap, como método de extração, em 

coluna apolar utilizando meio com resíduo agroindustrial. 

Avaliando os resultados dos produtos fermentados utilizando a cepa LAF14 verifica-se 

que a técnica de MEFS capturou 10 compostos voláteis enquanto a técnica de Purge and Trap 

capturou 13. A técnica de MEFS conseguiu detectar apenas um álcool (2-FE), enquanto a técnica 

de Purge and Trap detectou 4 alcoóis, o que era esperado uma vez que a técnica de MEFS é 

reconhecida como não ideal para analisar alcoóis, pois a fibra é rapidamente saturada (Povolo & 

Cantarini, 2003).  

Os produtos fermentados em meio contendo resíduo obtiveram maior número (29) como 

também maior concentração dos compostos quando comparados com os produtos fermentados 

em meio sintético. Os compostos que apresentaram maior incremento na sua concentração com 

cerca de 30, 190 e 1000 vezes foram 2-metil propanol, propanoato de isoamila e -cariofileno, 

respectivamente. 

Tabela 17: Compostos voláteis presente nos produtos fermentados obtidos pelo uso da cepa 
LAF14 isoladas de goiaba em meio sintético e meio contendo resíduo de goiaba utilizando a 
técnica de MEFS e Purge and Trap 

Classe Composto 

Controle 
abiótico 

(glicose + 
extrato de 
levedura + 

resíduo) 

Cepa LAF14 
Técnica de Captura de Voláteis/coluna 

MEFS/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
polar 

Meio 
Sintético Resíduo 

Concentração (Mol/L) 

Ácido 
Acido acético     14,6 

Ácido octanóico  21,6    

Álcool 

2-etil butanol    3668,2  

2-FE x 218,2 68,4 1017,1 3,6 

2-metil propanol   123,2 2997,6 34,6 

Etanol   476,3 2888,2 39,6 
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Hexanol x    6,2 

Pentanol   501,8 2524,1 4,0 

Aldeído 
2-metil butanal   31,5 780,4  

3-metil hexanal    13209,2  

Éster 

2-FEA x 742,0  148,9 1,6 

Acetato de butila   197,3 365,4  

Acetato de etila x 17,6 1525,1 17613,8 5,5 

Acetato de hexila     5,0 

Acetato de isoamila x 1436,7 766,3 2687,5 523,6 

Decanoato de etila  467,8    

Dodecanoato de etila  478,5    

Hexanoato de etila x 53,2 133,9 1136,2  

Octanoato de etila  196,8 28,6   

Propanoato de etila    3034,0  

Propanoato de isoamila   23,7 4539,8  

Terpeno 

2-careno x   427,6 47,4 

3-careno x   3859,0  

-copaeno x   3089,6 47,5 

Alloaromadendreno x   3197,4 46,2 

allo-ocimeno x    63,2 

-ocimeno x    10,7 

Aromandendreno x   440,0  

-ocimeno x   1012,6 163,0 

Cadineno x   414,3 6,0 

Cariofileno x 107,8 19,1 19761,5 396,5 

-selineno x   389,5  

Eucaliptol x   1598,4  

Humuleno x   3848,4 71,0 

Limoneno x   1849,9 79,1 

α-Selineno x   2156,8 30,7 

β-Selineno x   2129,2 32,6 

Outros Dimetilamina   55,9 268,8  

TOTAL 22 10 13 29 22 

 

Foram identificados 39 compostos voláteis (Tabela 18) nos produtos fermentados obtidos 

pelo uso da cepa LAF45 e as principais classes foram a dos ésters, alcoóis e terpenos. Os 

compostos voláteis comuns a todos os experimentos foram: 2-FE, acetato de etila e -cariofileno.  
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Tabela 18: Compostos voláteis presente nos produtos fermentados obtidos pelo uso da cepa 
LAF45 isoladas de goiaba em meio sintético e meio contendo resíduo de goiaba utilizando a 
técnica de MEFS e Purge and Trap 

Classe Composto 

Controle 
abiótico 

(glicose + 
extrato de 
levedura + 
resíduo de 

goiaba) 

Cepa LAF45 
Técnica de Captura de Voláteis/coluna 

MEFS/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
polar 

Meio 
Sintético Resíduo 

Concentração (Mol/L) 

Ácido 
Acido acético     156,0 

Ácido octanóico  2,5    

Álcool 

2-butenol     1,5 

2-FE x 205,4 1,1 2233,9 1,7 

2-metil propanol  5,9 155,2  177,3 

Etanol   279,2 10214,1 82,1 

Pentanol  380,1 1543,5  515,0 

Aldeído 

2-butenal     1,0 

2-metil butanal   260,3   

Acetaldeído x    387,6 

Benzaldeido     1,2 

Éster 

2-FEA x 1,8 1,9  1,1 

Acetato de amila   544,8   

Acetato de butila   221,6   

Acetato de etila x 13,5 4361,2 366,5 472,1 

Acetato de isoamila x 13,3 122,8  48,2 

Dodecanoato de etila  2,3    

Hexanoato de etila x 2,2   2,7 

Octanoato de etila  54,3    

Propanoato de etila  63,7 301,5   

Propanoato de isoamila  4,4    

Terpeno 

2-careno x   9,7  

3-careno x   4585,6  

-copaeno x   4414,2  

-guaieno x   271,9  

Alloaromadendreno x   4443,6  

Aromandendreno x   661,7  

-ocimeno x   1339,6  

Cadineno x   550,7  

Cariofileno x 1,8 4,3 25671,8 3,1 

-selineno x   622,2  

Eucaliptol x   2028,3  

Humuleno x   5335,4  

Limoneno x   10604,4  
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α-Selineno x   3193,3  

β-Selineno x   3222,5  

Outros 

Acetoína     3,9 

Dimetilamina x  217,4 57,4  

Naftaleno   12,5   

TOTAL 22 12 14 19 15 

 

Os experimentos realizados utilizando a cepa LAF45 apresentaram mais compostos 

voláteis (19) quando utilizou a técnica de Purge and Trap para o produto fermentado obtido no 

meio contendo resíduo em coluna apolar. Essa técnica capturou mais compostos (14) quando 

comparada com a técnica de MEFS, que capturou apenas 12 compostos. No entanto, vale 

salientar que a técnica de MEFS foi mais eficiente para detecção de ésteres capturando 8 

compostos contra 6 capturados pela técnica de Purge and Trap. 

Os produtos fermentados obtidos pelo uso do meio sintético apresentou menor 

concentração dos compostos quando comparados com os resultados obtidos dos produtos 

fermentados obtido pelo uso do resíduo de goiaba, exceto o acetato de etila que teve 4,3 Mol/L 

enquanto o produto fermentado obtido no meio contendo resíduo apresentou 0,3 Mol/L desse 

composto. 

Os resultados obtidos dos produtos fermentados contendo resíduo de goiaba utilizando a 

técnica de Purge and Trap separados em coluna apolar apresentou os melhores resultados em 

termos de concentração dos compostos como também na quantidade dos mesmos. 

Os compostos voláteis obtidos dos produtos fermentados obtido pelo uso da cepa LAF3 

estão descritos na Tabela 19. Foram identificados 14 compostos voláteis totais em todos os 

experimentos, sendo o acetato de etila foi o único composto comum, com a maior concentração 

(21,9 Mol/L) obtida para essa cepa. Este composto apresenta aroma de maçã, estando de acordo 

com o aroma percebido na análise sensorial apenas para essa cepa. 

Avaliando as duas técnicas de captura de voláteis utilizadas (MEFS e Purge and Trap) 

percebe-se que a técnica de MEFS conseguiu capturar mais compostos e com concentração 

superior, e a maioria deles foi da classe dos ésteres. Este comportamento foi percebido apenas 

para essa cepa e para cepa LAF9. 

O produto fermentado obtido pelo uso do resíduo agroindustrial de maracujá apresentou 

7 compostos voláteis enquanto em meio sintético o número total de compostos foi apenas 5. A 

principal diferença consistiu na presença do ácido acético no meio contendo resíduo de 

maracujá, o que justifica o aroma cítrico percebido pelo painel sensorial apenas no meio 

contendo resíduo. 

Os resultados obtidos pelo uso da cepa LAF3 em meio contendo resíduo agroindustrial de 

goiaba utilizando coluna apolar e polar não apresentaram diferença no número de compostos 
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voláteis (7) separados. No entanto, os compostos separados utilizando a coluna polar 

apresentaram maior concentração. 

Tabela 19: Compostos voláteis presente nos produtos fermentados obtidos pelo uso da cepa 
LAF3 isoladas de maracujá em meio sintético e meio contendo resíduo de maracujá utilizando a 
técnica de MEFS e Purge and Trap 

Classe Composto 

Controle 
abiótico 

(glicose + 
extrato de 
levedura + 
resíduo de 
maracujá) 

Cepa LAF3 
Técnica de Captura de Voláteis/coluna 

MEFS/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
polar 

Meio 
Sintético Resíduo 

Concentração (Mol/L) 

Ácido Ácido acético x   141,1  

Álcool 

1-pentanol    3,4 6572,8 
2-FE  4,5    
2-metil 1-propanol    4,4 528,6 
3-metil butanol  337,3 8,5   
Butanol     4377,5 
Etanol x 5424,3 13,2 277,1  

Aldeído Acetaldeido   878,1 90,0  

Éster 

2-FEA  8,8    
Acetato de etila x 6588,3 19,8 2,2 21966,2 
Acetato de isoamila  129,6    
Butanoato de etila  217,5  11,2 8785,1 
Hexanoato de etila x    1315,9 
Propanoato de etila  437,2 23,5  2194,6 

TOTAL 4 8 5 7 7 

Na Tabela 20 estão apresentados os 21 compostos voláteis identificados dos produtos 

fermentados obtidos da cepa isolada de maracujá LAF5. As principais classes de compostos 

obtidas foram os alcoóis e ésteres. O único composto comum a todos os experimentos foi o 2-FE, 

um álcool que possui aroma agradável.  

Os compostos voláteis dos produtos fermentados obtido pelo uso da cepa LAF5 foi mais 

eficiente quando utilizou-se a técnica de Purge and Trap, detectando 9 compostos quando 

comparada com a técnica de MEFS, com apenas 7 compostos. Além disso, as concentrações dos 

compostos foram maiores utilizando a técnica de Purge and Trap. Outro aspecto foi que a 

técnica de MEFS demonstrou não ser eficiente para a captura de alcoóis, da mesma forma que 

foi percebido anteriormente nos outros produtos fermentados. 

Contrariamente aos resultados obtidos pelas outras cepas, os produtos fermentados 

obtidos utilizando a cepa LAF5 apresentou maior concentração em meio sintético do que em 

meio contendo resíduo de maracujá. Ao se comparar os resultados obtidos em colunas 

cromatográficas diferentes não verifica-se diferenças quantitativas dos compostos separados. No 

entanto as maiores concentrações obtidas foram maiores na coluna apolar. 
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Tabela 20: Compostos voláteis presente nos produtos fermentados obtidos pelo uso da cepa 
LAF5 isoladas de maracujá em meio sintético e meio contendo resíduo de maracujá utilizando a 
técnica de MEFS e Purge and Trap 

Classe Composto 

Controle 
abiótico 

(glicose + 
extrato de 
levedura 
+ resíduo 

de 
maracujá) 

Cepa LAF5 
Técnica de Captura de Voláteis/coluna 
MEFS/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
polar 

Meio 
Sintético Resíduo 

Concentração (Mol/L) 

Ácido Ácido acético x    29,9 

Álcool 

1-pentanol  4,1 8785,1 437,2  

2-FE  49,4 63,7 77,1 13,3 

2-metil 1-propanol    417,5  

3-metil butanol   1315,9   

Butanol   1535,6   

Etanol x 41,7 4391,5  29,4 

Hexanol x    33,6 

Aldeído Benzaldeido x   28,9  

Aromático Naftaleno   41,7   

Éster 

2-FEA  55,8 437,2  44,9 

Acetato de etila x 107,3  656,9 25,4 

Acetato de isoamila   437,2 19,8  

Butanoato de etila   217,5 4,4  

Hexanoato de etila x 61,8    

Hexanoato de metila    41,7  

Propanoato de etila  88,1    

Terpeno 

-pineno     12,9 

-ocimeno     4,7 

-limoneno    22,8 28,0 

TOTAL 7 7 9 9 9 
 

A Tabela 21 apresenta os compostos voláteis dos produtos fermentados obtidos pelo uso 

da cepa LAF35. Foram identificados 21 compostos voláteis, onde os ésteres e os alcoóis foram as 

principais classes, destacando-se o 2-metil propanol e o acetato de etila. 

Os resultados obtidos utilizando a técnica de Purge and Trap demonstrou ser mais 

eficiente apresentando maior concentração e número dos compostos voláteis quando 

comparada com a técnica de MEFS. 

Os produtos fermentados utilizando meio sintético apresentaram menor número de 

compostos voláteis. No entanto, a concentração dos mesmos foi superior aos produtos 

fermentados utilizando resíduo de maracujá. 
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Os produtos fermentados separados em coluna apolar apresentaram 15 compostos 

voláteis enquanto em coluna polar apenas 11. No entanto, a concentração dos compostos 

obtidos foi superior na coluna polar. 

 

Tabela 21: Compostos voláteis presente nos produtos fermentados obtidos pelo uso da cepa 
LAF35 isoladas de maracujá em meio sintético e meio contendo resíduo de maracujá utilizando a 
técnica de MEFS e Purge and Trap 

Classe Composto 

Controle 
abiótico 

(glicose + 
extrato de 
levedura + 
resíduo de 
maracujá) 

Cepa LAF35 
Técnica de Captura de Voláteis/coluna 
MEFS/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
apolar 

PT/ 
polar 

Meio 
Sintético Resíduo 

Concentração (Mol/L) 

Álcool 

1-pentanol  437,2 6588,3  129,6 
2-FE  42,2 63,7 5,0  
2-metil 1-propanol   4391,5 195,5  
3-metil butanol    4,4 107,6 
4-penten-1-ol    1,1  
Butanol   437,2 2,2 41,7 
Etanol x 63,7   4389,1 
Hexanol    1,5  
Linalool    2,0  

Aldeído Acetaldeido  4,4  173,6  
 Benzaldeido x    2,2 

Aromático Naftaleno   63,7 22,0 20,7 

Éster 

2-FEA   13,2 11,8 60,2 
Acetato de etila x  2194,6 217,5 211,8 
Acetato de isoamila   41,7 15,4 61,6 
Hexanoato de etila x 107,6  19,0  
Hexanoato de metila   19,8   
Propanoato de etila   217,5   

Terpeno 

3-careno    32,3  

-pineno     22,4 

-limoneno   19,8 47,1 11,5 

TOTAL 4 5 11 15 11 

 

Os produtos fermentados com microrganismos isolados dos frutos de goiaba 

apresentaram mais compostos voláteis (48) quando comparado com os produtos fermentados 

obtidos com os microrganismos isolados de maracujá (26). Dentre todos os experimentos, aquele 

que utilizou a técnica de Purge and Trap, com a coluna apolar foi o que mais apresentou 

compostos voláteis (LAF9: 18; LAF14: 29 e LAF45: 19; LAF3: 7; LAF5:9; LAF35: 15). Ademais, os 

produtos fermentados analisados em coluna apolar utilizando a técnica de Purge and Trap em 

meio contendo resíduo apresentaram mais compostos voláteis do que quando utilizou o meio 

sintético. É possível observar que para esses mesmos experimentos a intensidade de alguns 
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compostos voláteis (etanol, 2-FE e -cariofileno) foi maior para os produtos fermentados que 

utilizaram meio contendo resíduo de goiaba, onde o etanol em meio sintético teve concentração 

de 13,7; 0,48 e 0,28 Mol/L, pela utilização cepas isoladas de goiaba LAF 9, LAF14 e LAF45, 

respectivamente enquanto em meio com resíduo de goiaba os valores foram 105,5; 2,8 e 10,2 

Mol/L, respectivamente. O 2-FE em meio sintético teve concentração de 2,6; 0,07 0,001 e 

enquanto em meio com resíduo de goiaba 1,2; 1,0 e 2,2 Mol/L, -cariofileno em meio sintético 

teve concentração de 0,2; 0,01 e 0,004 Mol/L, respectivamente, enquanto em meio com resíduo 

de goiaba os valores foram 23,0; 19,7 e 25,7 Mol/L, respectivamente. Para os compostos 

pentanol, 2-FEA e acetato de etila esse aumento ocorreu apenas no meio utilizando a cepa 

LAF14. Esse comportamento reforça que a presença do meio contendo resíduo de goiaba 

contribui na maior formação de compostos voláteis de aroma de interesse. Entretanto, no meio 

contendo resíduo de maracujá esse comportamento foi detectado apenas para o etanol na cepa 

LAF3. 

A intensidade dos álcoois etanol e pentanol foi maior utilizando a técnica de Purge and 

Trap quando comparada com os resultados obtidos utilizando a MEFS para todos os produtos 

fermentados, independente da cepa. Isto pode ser explicado pela limitação que a técnica de 

MEFS caracteriza na análise de alguns álcoois, como por exemplo, o etanol, como apresentado 

por Povolo & Cantarini (2003) em estudo comparativo entre essas técnicas para compostos 

voláteis de manteiga. É possível observar que os produtos fermentados a partir das cepas LAF35, 

LAF14, LAF, 5, LAF45 apresentaram maior número de picos, utilizando a técnica de Purge and 

Trap, independente da coluna ou meio utilizado. 

Um dos principais compostos identificados nas cepas isoladas de goiaba foi o -

cariofileno com as concentrações de 23,0; 19,7 e 25,7 Mol/L para as cepas LAF9, LAF14 e LAF45, 

respectivamente. No entanto, o etanol, para a cepa LAF9, apresentou uma concentração 

superior a 105,5 Mol/L. Uma maior presença de ésteres pode ser verificada nos produtos 

fermentados obtidos pelo uso das cepas LAF9 e LAF14, quando comparado com o produto 

obtido pelo uso da cepa LAF45. Este comportamento pode ser correlacionado com os resultados 

da análise sensorial, quando estas cepas obtiveram maiores médias no atributo floral, quando 

comparado com a cepa LAF45, uma vez que os ésteres são reconhecidos por possuírem notas 

aromáticas de característica floral. 

Para as cepas isoladas de maracujá o composto volátil com maior concentração foi o 1-

pentanol, com as concentrações de 6,6; 8,8 e 6,6 Mol/L, para as cepas LAF3, LAF5 e LAF35, 

respectivamente. Vale resaltar a presença significativa do acetato de etila na cepa LAF3 em uma 

concentração de 21,9 Mol/L. A presença significativa desses compostos pode ser correlacionada 

com a análise sensorial dessas cepas isoladas de maracujá que apresentaram notas elevadas para 

os atributos doce e frutal. 
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É importante destacar que nos produtos fermentados obtidos pelo uso do meio sintético 

com as cepas isoladas de goiaba (LAF9, LAF14 e LAF45), o único composto volátil terpênico 

presente foi o -cariofileno, sendo detectada sua presença em todos os produtos fermentados 

utilizando microrganismos isolados de frutos de goiaba, inclusive no meio com resíduo de goiaba. 

A cepa LAF9 em meio sintético foi a que apresentou maior concentração desse composto 

comparado com as outras cepas isoladas de goiaba (LAF14 e LAF45). Pode-se salientar que -

cariofileno é um composto naturalmente presente na polpa de goiaba, como também no 

resíduo. Sua presença no produto fermentado com meio sintético, que contém no meio apenas 

glicose e extrato de levedura, reflete que esse terpeno foi produzido pelo próprio 

microrganismo. 

 

2.3.4.4 Acompanhamento de pH e ºBrix 

 

 Os processos fermentativos dos microrganismos isolados selecionados foram 

acompanhados durante 4 dias. As Figuras 24 e 25 demonstram a variação de pH das linhagens 

selecionadas isoladas de maracujá (LAF3RES, LAF3MS, LAF5RES, LAF5MS, LAF35RES e LAF35MS) e 

goiaba (LAF9RES, LAF9MS, LAF14RES, LAF14MS, LAF45RES E LAF45MS) nos produtos 

fermentados em meio contendo resíduo da fruta correspondente e no meio sintético, 

respectivamente. Os pHs inicial dos produtos fermentados das cepas isoladas de goiaba (4,7 a 

5,3) foram superiores ao pH dos produtos fermentados das cepas isoladas de maracujá (4,2 a 5). 

É possível perceber também que, para o pH da maioria dos microrganismos isolados e 

fermentados tem comportamento similar sendo um declínio do pH durante a fermentação. Esse 

fato pode ser explicado pela relação entre a formação de compostos ácidos e de íons de 

hidrogênio associados ao crescimento microbiano (Starzack et al.,1994). 
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Figura 24: Acompanhamento do pH durante as 96h de fermentação das cepas isoladas de 
maracujá 
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Figura 25: Acompanhamento do pH durante as 96h de fermentação das cepas isoladas de 

goiaba 
 

 As Figuras 26 e 27 apresentam os valores de sólidos solúveis obtidos nos produtos 

fermentados obtidos dos microrganismos isolados de maracujá e goiaba. Os valores para os 

produtos fermentados de cepas isoladas de maracujá tiveram valor máximo de 2°Brix e 

reduziram cerca de 50% seu valor durante a fermentação enquanto nos produtos fermentados 

de cepas isoladas de goiaba o valor inicial foi 5.3°Brix reduziram cerca de 20%. 
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Figura 26: Acompanhamento do °Brix durante as 96h de fermentação das cepas isoladas 
de maracujá 



118 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Capítulo 2 

 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

4,2

4,8

5,4

°B
ri

x

Tempo (horas)

 LAF9RES

 LAF9MS

 LAF45RES

 LAF45MS

 LAF14RES

 LAF14MS

 

Figura 27: Acompanhamento do °Brix durante as 96h de fermentação das cepas isoladas de 

goiaba 

O uso de microrganismos como produtores de substâncias químicas de elevado valor 

agregado pode contribuir imensamente para o desenvolvimento da área de aromas. O estudo de 

leveduras produtoras de aroma consiste numa alternativa promissora e viável no 

desenvolvimento de novas rotas de baixo custo. Aromas são substâncias extremamente 

importantes na indústria de alimentos. Assim sendo, as pesquisas devem continuar no sentido de 

elucidar quais as condições que possibilitem a máxima produção desses compostos, além de 

métodos que permitam a separação e purificação desses compostos.  

 

2.3.5 Seleção do microrganismo promissor produtor de aromas frutais 

 Além das cepas isoladas a partir de diversas frutas (goiaba, maracujá e umbu), discutido 

no item anterior (2.3.4), foram realizados experimentos para avaliar o uso das cepas de 

Aspergillus niger, K. marxianus e K. lactis com base na capacidade de produção de aromas 

frutais/floral/agradáveis. Os mesmos foram fermentados em meio sintético (1% de glicose e 

0,5% de extrato de levedura) e analisados sensorialmente quanto ao aroma característico e a 

intensidade de produção a cada 24h, durante 96 horas de crescimento. 

A Figura 28 mostra a associação entre as estirpes e a intensidade dos aromas 

sensorialmente encontrados. Os três microrganismos avaliados são reconhecidos como 

produtores de aromas (Jiang, 1995; Medeiros et al., 2000; Longo & Sanromán, 2006). No 

entanto, pretendia-se verificar dentre eles algum que tivesse destaque como produtor de aroma 

frutal/agradável e nesse aspecto a Kluyveromyces lactis foi a que apresentou o aroma mais 

intenso, atingindo seu máximo em 48h de fermentação, com decréscimo após esse tempo. Os 
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demais microrganismos também demonstraram comportamento similar, porém a intensidade do 

aroma foi menos pronunciada. 
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Figura 28: Intensidade do aroma frutal ao longo da fermentação utilizando diversos 
microrganismos 

 

2.3.6 Seleção do resíduo agroindustrial com potencial para a bioprodução de aroma frutal/floral 

Em virtude da composição dos resíduos terem contido baixo teor de açúcares redutores e 

de proteínas, o meio de cultivo foi suplementado com adição de glicose e extrato de levedura 

para favorecer o crescimento microbiano. 

 Para a seleção do resíduo promissor realizou-se a fermentação submersa utilizando a 

Kluyveromyces lactis em diversos resíduos (goiaba, maracujá e umbu) como substrato. Os 

produtos fermentados foram analisados sensorialmente quanto à produção de aromas a cada 

24h durante 4 dias. Os resultados obtidos pela análise sensorial mostraram que os resíduos de 

goiaba e maracujá produziram aroma frutal/floral/agradável mais intenso quando comparado 

com o uso do resíduo de umbu (Figura 29). De uma maneira geral, verificou-se que as maiores 

notas foram obtidas entre 24-48h de fermentação e após esse tempo os provadores perceberam 

o odor de fermentado para todos os experimentos. As principais descrições de aroma para os 

produtos fermentados foram: 

 

a) Resíduo de goiaba: frutal, mel, fruta verde, ameixa, goiabada, banana, fermento e 

álcool;  

b) Resíduo de maracujá: doce, agradável, verde, fermentado;  

c) Resíduo de umbu: verde, suave, seco, fermentado.  
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Figura 29: Intensidade do aroma frutal nos diferentes resíduos durante 96h 
 

Em virtude dos resultados obtidos na análise sensorial e no qual o produto fermentado 

com resíduo de goiaba obtido com a K. lactis apresentou maior intensidade de aroma 

frutal/floral/agradável, este foi selecionado para a realização dos experimentos finais pela 

análise de cromatografia gasosa como também o acompanhamento da produção de compostos 

voláteis, consumo de substrato (açúcares), sólidos solúveis e pH. 

 

2.3.6.1 Análise dos compostos voláteis 

O aroma de produtos fermentados é geralmente obtido a partir da ação dos 

microrganismos sobre o substrato (Sumby et al., 2010). Zhang et al. (2011) afirmam que alcoóis, 

ésteres e ácidos são compostos aromáticos primários formados durante o processo de 

fermentação alcoólica.  

Utilizando a técnica de MEFS com o revestimento PDMS/DVB foi possível separar 43 

compostos voláteis no produto fermentado de resíduo de goiaba com a Kluyveromyces lactis, 

dentre eles 21 foram identificados. Na Tabela 22 e Figura 30 estão apresentadas os compostos 

voláteis identificados com as suas áreas médias encontradas no produto fermentado com 48h de 

fermentação. 
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Tabela 22: Compostos voláteis identificados nos produtos fermentados pelo uso de resíduo de 
goiaba 

# Composto TRa IRa 
IR 
liter. 

Área 
(%) 

Descrição do aromab,c,d 
Preço 
estimado 
(US$)e 

1 Limoneno 7.138 1104 1188 0,69 Cítrico, ácido 252/L 

2  -pineno 7.645 1115 1073 0,97 Pinho, herval 1158/L 

3 3-Metil butanol 7.905 1129 1169 3,31 Frutal, malte, queimado 191/kg 

4 3-Metilbenzil álcool 10.068 1379  0,27 Agradável, doce, rosas 312/Kg 

5 α-Cubebeno 12.609 1425 1433 1,30 Erva  

6 -Cariofileno 15.423 1542 1550 22,86 
Amadeirado-picante, 

seco  
482/kg 

7 Bergamoteno 15.688 1549 1556 3,27 Madeira, erva  

8 -Elemeno 15.912 1560 1573 1,11 Floral, herval  

9 -Guaieno 16.789 1588 1600 0,34 

Agradável, Madeira-

Molhada, apimentado, 

balsâmico 

773/kg 

10 -Humuleno 17.519 1602 1617 5,77 Madeira, terra, erva 258,5/kg 

12 -Elemeno 18.140 1611 1619 0,45 Floral  

13 Aromandendreno 18.780 1620 1627 0,43 Madeira 194/ml 

14 Humuleno 19.000 1649 1640 4,63 Madeira, terra, erva 1292/kg 

15 Bisaboleno 19.178 1669 1680 5,19 
Agrádavel, quente, 

doce-picante 7000/kg 

16 -Muuroleno 19.252 1681 1688 0,42 Verde, madeira  

17 -bisaboleno 19.454 1694 1715 0,51 
Agrádavel, quente,  

doce-picante 
776/kg 

18 -Cadineno 20.303 1727 1716 1,96 
Leve, madeira-molhada, 

ligeiramente alcatrão 
800/kg 

19 Acetato de 2-fenetil 22.321 1753 1760 16,40 rosas, mel, maçã, doce 5582/kg 

21 2-Feniletanol 25.383 1859 1856 1,37 rosas, doce, perfume 4725/kg 

23 Óxido de cariofileno 27.230 1891 1884 1,75 
Doce, fresco, 
amadeirado, seco, 
picante 

427/kg 

24 Globulol 28.418 2021 1993 1,07 Doce, rosas 100/kg 
aÍndice de retenção; bMeilgaard (1975); cAcree & Arn (2013); d Arctander (1969) 
eFonte: http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html 

http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1465701.html  
fNão  identificado 

Dentre os compostos identificados destacou-se a presença de -cariofileno, 2-feniletil 

acetato, -humuleno, bisaboleno, humuleno, 3-metil butanol, bergamoteno, -cadineno, óxido 

de cariofileno, 2-feniletanol, -pineno, limoneno. Dentre esses compostos, o -cariofileno, 

bisaboleno, humuleno e o limoneno são encontrados naturalmente nos frutos de goiaba (Soares 

et al., 2007), enquanto os demais compostos foram obtidos a partir do processo biotecnológico. 

http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html
http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1465701.html
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Os acetatos e etil ésteres são os maiores responsáveis pelo aroma frutais e florais (Lee et 

al., 2010), e o composto acetato de 2-feniletil foi um dos compostos majoritários dessa pesquisa. 

Os autores afirmam ainda que baixos níveis de 2-feniletanol (em conjunto com a acetil-CoA) 

sintetizam o acetato de 2-feniletil em conjunto com acetiltransferase. Uma vez que, as leveduras 

convertem álcoois em seus acetatos correspondentes, com um alto rendimento (mais de 90 % 

para 3–metil-butilacetato) (Gatfield, 1988; Welsh, 1995). 

Os alcoóis identificados produzidos na fermentação foram 3-metil butanol (3,3%), 3-metil 

benzilálcool (0,3%), 2-feniletanol (1,4%) e globulol (1,1%). O 3-metil-butanol e o 2-feniletanol 

(álcool isoamílico), são da família dos chamados álcoois superiores, que são oriundos do 

metabolismo de aminoácidos ou açúcares durante a fermentação alcoólica (Zhang et al., 2011). 

De maneira geral, os compostos -cariofileno e -humuleno foram encontrados em 

quantidades significativas no produto fermentado de resíduo de goiaba. Esses compostos são 

reconhecidos por terem propriedades antibacterianas (Oliveira et al., 2010). 

 

 

 

 
Figura 30: Cromatograma dos íons totais do produto fermentado do resíduo de goiaba 

obtido após 48h de fermentação (os números representam o composto correspondente da 
Tabela 21) 
  

Na literatura consultada há poucos relatos sobre a utilização de resíduos de frutas para a 

produção de aromas. Alguns trabalhos reportados na literatura citam o uso de bagaço de maçã 

(Bramorski et al., 1998; Christen et al., 2000; Medeiros et al., 2000); casca de coco verde (Ramos 
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et al., 2008), resíduo de citrus (Rossi et al., 2009; Aggelopoulos et al., 2014; Paraskevopoulou & 

Mantzouridou, 2014), resíduo de acerola, graviola e mangaba (Leal, 2012). Estudos que realizam 

análise sensorial de produtos fermentados também são quase inexistentes. Uenojo & Pastore 

(2006) realizaram análise sensorial de microrganismos isolados de frutas e os provadores 

descreveram os aromas dos produtos fermentados como de frutal, doce, floral, fermento, ácido, 

solvente, semelhantes às descrições observadas neste estudo. Os autores relataram que estão 

realizando pesquisas preliminares com esses microrganismos isolados em meios contendo 

resíduos agroindustriais (casca de café, bagaço de uva, laranja e limão), no entanto, ainda não 

foram divulgados os resultados citando apenas que os mesmos foram capazes de produzir 

aromas frutais.  

Pinotti et al. (2006) verificaram por análise sensorial a produção de aroma frutal por 

Geotrichum candidum em meio sintético. Deetae et al. (2011) verificaram a produção de 

compostos de aroma por Proteus vulgaris através de análise cromatográfica e análise sensorial 

realizada com 33 painelistas não treinados quanto à diferença de intensidade de compostos 

produzidos com e sem agitação. Neste trabalho foi relatado pelos painelistas que no processo 

sob agitação foi detectado aroma frutal, compostos sulfurados e nota de galinha grelhada. 

Medeiros et al. (2000) utilizaram cinco resíduos agroindustriais para a produção de compostos 

de aroma. Os residuos que apresentaram aroma frutal mais intenso foram o de palma e de 

mandioca, enquanto a semente de girassol produziu aroma suave. Os resíduos de maçã e cana-

de-açúcar não produziram nenhum aroma notável. 

 

2.3.6.2 Monitoramento da produção dos compostos voláteis de aroma durante a fermentação 

O acompanhamento da produção dos compostos voláteis (representada pela área de pico 

cromatográfico) foi realizado retirando-se alíquotas a cada 24 h de fermentação durante o 

período total de 96h (Figura 31). A produção dos compostos voláteis foi bastante rápida, e na 

maioria dos casos, essa produção aconteceu a partir do primeiro dia de fermentação e teve o seu 

máximo entre 24-72h de fermentação.  

 



124 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Capítulo 2 

 

 

Figura 31: Cromatograma dos íons totais na análise de compostos voláteis dos produtos 
fermentados do resíduo de goiaba até 4 dias de fermentação (os números representam o 
composto correspondente da Tabela 21). 
 

Os compostos, 2-feniletanol e acetato de 2-feniletil, os quais são caracterizados por 

aromas de rosas e maçã, respectivamente, são de grande valor comercial (US$4.725/kg e 

US$5.582/kg, respectivamente). Estes são de enorme importância na indústria de alimentos e 

são considerados status GRAS (Generally Regarded As Safe). O acetato de 2-feniletil foi o 

composto que apresentou o aumento mais significativo durante a fermentação. Os outros 

compostos tiveram comportamento semelhante. A maior produção deste composto (maior área 

de pico cromatográfico) foi obtida a partir 24 h de fermentação sendo a produção máxima obtida 

em 48 h de fermentação como demonstrado na Figura 36. Esse mesmo comportamento foi 

relatado por Christen et al. (2000) avaliando a produção de compostos voláteis produzidas por 

Rhizopus utilizando bagaço de mandioca e maçã. Não há registros na literatura da produção 

destes compostos de aroma por Kluyveromyces lactis utilizando meio de cultivo contendo 

resíduo de goiaba. O único registro encontrado foi a pesquisa de Damasceno et al. (2003), os 
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quais identificaram o composto 2-feniletanol produzido por Geotrichum fragrans usando 

manipueira como substrato. 

O acompanhamento dos compostos voláteis durante a fermentação é investigada pelos 

diversos pesquisadores. Malloucos et al. (2002) investigaram a evolução dos compostos voláteis 

durante a fermentação alcoólica de mosto de uva utilizando MEFS. Lee et al. (2010) 

acompanharam os compostos voláteis formados durante a fermentação de suco de mamão. 

A produção de 2-FEA (Figura 32) aumentou rapidamente após a inoculação, tendo seu 

máximo em 48h de fermentação, seguido por um decréscimo até 96h. Já a produção de 2-FE 

diminuiu nas primeiras 24h de fermentação, provavelmente devido a formação do seu éster 

correspondente (2-FEA), o qual é produto do metabolismo das leveduras pela via de Erlich (Lee 

et al., 2010; Zhang et al., 2011). Em seguida, houve o aumento da produção do composto sendo 

o máximo em 72h de fermentação.  
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Figura 32: Quantificação dos compostos 2-FEA e 2-FE produzidos nos produtos fermentados do 
resíduo de goiaba durante o decorrer de fermentação até 4 dias. 
 

A formação e a diminuição de vários alcoóis provavelmente é resultado da sua origem. Os 

alcoóis são sintetizados de cetoácidos resultantes da desaminação oxidativa de um aminoácido 

ou ácido graxo (Zhang et al., 2011). Os alcoóis (Figura 33) 3-metilbutanol e feniletanol são 

sintetizados a partir da leucina e fenilalanina, via seus cetoácidos, isovalerato e fenilpiruvato, 

onde sua produção depende do crescimento celular (Zhang et al., 2011). Entretanto, o nerolidol 

e globulol apresentaram uma produção lenta no início do período fermentativo, o 3-metil 

butanol teve um aumento bastante elevado após a inoculação. Esses resultados foram de acordo 

com os reportados anteriormente (Mauricio et al., 1997; Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2011).  
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Figura 33: Quantificação dos alcoóis produzidos nos produtos fermentados do resíduo de 

goiaba durante o decorrer de fermentação até 4 dias. 
 

Durante o processo de fermentação alcoólica, não apenas alcoóis e ésteres são 

sintetizados, mas algumas mudanças ocorrem com os terpenos, os quais naturalmente estão 

presentes no resíduo da goiaba. Como mostrado na Figura 34, durante a fermentação os níveis 

de 7 terpenos seguiram um padrão semelhante de produção, aumentando após a inoculação, 

subindo até sua maior concentração com 48h de fermentação, seguido de um decréscimo (72h) 

e um novo aumento. Esse comportamento pode ser provavelmente porque a maioria dos 

monoterpenos encontra-se ligada a porções de açúcar e eles poderiam ser liberados por ácidos 

ou glicosidases encontrados no meio e levedura, o que eventualmente leva a um aumento na 

concentração destes compostos (Rapp, 1998). Dentre os terpenos, o -cariofileno foi encontrado 

em maior concentração, seguido pelo humuleno. Os compostos cubebeno, óxido de 

cariofileno e cadineno também estavam presentes em menores concentrações. 
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Figura 34: Quantificação dos principais terpenos produzidos nos produtos fermentados 
do resíduo de goiaba durante o decorrer de fermentação até 4 dias. 
 

2.3.6.3 Análises de compostos não voláteis 

Os dados sobre o consumo de substrato e as variações no pH e °Brix ao longo do processo 

fermentativo estão demonstrados na Figura 35. O consumo de ART pelo microrganismo (fonte de 

carbono) reduziu drasticamente a partir do primeiro dia de fermentação. Em apenas 48h o 

consumo de substrato atingiu cerca de 90%. Com relação ao teor de sólidos solúveis verificou-se 

um decréscimo nas primeiras 24h, o qual se estabilizou no valor de 1,5 °Brix, correspondendo ao 

rápido consumo de açúcar no meio. Apesar do consumo quase total de açúcares ter sido em 24 

h, a produção máxima da maioria dos compostos voláteis foi obtida em 48h de fermentação, 

provavelmente para a formação destes compostos a levedura utilizou outros nutrientes do meio, 

como aminoácidos. 

Starzak et al. (1994) afirmam que à medida que os açúcares vão sendo consumidos, os 

níveis de pH diminui, devido a formação de íons hidrogênio que está associada ao crescimento 

microbiano. Os valores de pH oscilaram entre 5 a 4. O pH inicial foi 5,0, diminuindo para 4,0 nas 

primeiras 24h, mantendo-se constante até o final da fermentação. 

A redução nos teores de açúcares totais, ilustrada na Figura 35, ocorreu, de forma mais 

considerável, no terceiro dia da fermentação, o que é explicável, já que é durante as primeiras 

horas do processo que ocorre um rápido consumo dos açúcares pelas leveduras. Apesar do 

consumo quase total de açúcares ter sido em 24 h, a produção máxima da maioria dos compostos 

voláteis foi obtida em 48 h de fermentação.  
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Figura 35: Teores de pH, Brix e ART nos produtos fermentados obtidos durante 4 dias de 
fermentação do meio contendo resíduo de goiaba. 
 

 Após a realização dessas análises foi possível verificar que dentre os produtos 

fermentados, aquele que utilizou resíduo de goiaba como substrato com Kluyveromyces lactis foi 

capaz de produzir compostos de aromas promissores, dentre os quais podemos destacar os 

compostos: -cariofileno, 2-feniletanol e acetato de 2-feniletil. Com os resultados apresentados 

nesse capítulo foi possível traçar uma otimização da produção de cada composto de interesse, 

planejando experimentos com a variação nas condições dos parâmetros tais como: composição 

do meio de cultura, temperatura, agitação, entre outros. 
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2.4 CONCLUSÕES 

 

o Utilizando-se a técnica de MEFS a fibra extratora que apresentou melhor capacidade de 
captura dos compostos voláteis presentes no produto fermentado de resíduo de goiaba 
foi a recoberta com o polímero PDMS/DVB; 

o Em relação ao isolamento de microrganismos a partir das frutas (goiaba, maracujá e 
umbu), 62 microrganismos foram isolados, sendo que 23 da goiaba, 24 do maracujá e 15 
do umbu. Dentre esses, 29 produziram aromas agradáveis, 15 (52%) produziram aromas 
frutais segundo a percepção dos julgadores, sendo 10 provenientes do maracujá e 5 da 
goiaba e nenhum no umbu; 

o Ao comparar os meios contendo resíduo de goiaba ou de maracujá com o meio contendo 
apenas glicose e extrato de levedura, a intensidade do aroma percebido no produto 
fermentado foi superior; 

o Os produtos fermentados com microrganismos isolados dos frutos de goiaba 
apresentaram o número maior (48) de compostos voláteis quando comparado com os 
produtos fermentados obtidos com os microrganismos isolados de maracujá (26); 

o A técnica de Purge and Trap utilizando coluna apolar foi o que mais apresentou 
compostos voláteis; 

o A intensidade de alguns compostos voláteis (etanol, 2- feniletanol e cariofileno) foi 
maior nos produtos fermentados que utilizaram meio contendo resíduo de goiaba; 

o Avaliando sensorialmente os produtos fermentados obtidos a partir de uso das culturas 
puras de Aspergillus niger, Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces lactis verificou-se 
que as mesmas produziram aromas e a máxima produção ocorreu em 48h de 
fermentação, com decréscimo após esse tempo; 

o A levedura Kluyveromyces lactis apresentou na análise sensorial de produtos fermentados 
uma maior intensidade de aroma frutal/floral/agradável quando comparada com outras 
culturas puras (Aspergillus niger e Kluyveromyces marxianus); 

o Dentre os resíduos agroindustriais (goiaba, maracujá e umbu) estudados, o resíduo de 
goiaba foi o que apresentou maior potencial para a produção de aroma frutal por 
fermentação submersa utilizando a levedura Kluyveromyces lactis; 

o Foram separados 43 compostos voláteis no produto fermentado obtido no meio 
contendo resíduo de goiaba utilizando a Kluyveromyces lactis; 

o Dentre os compostos identificados destacou-se a presença de -cariofileno, 2-feniletil 

acetato, humuleno, bisaboleno, humuleno, 3-metil butanol, bergamoteno, cadineno, 

óxido de cariofileno, 2-feniletanol, pineno, limoneno. 
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CAPÍTULO 3 

 

OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DO PROCESSO BIOTECNOLÓGICO PARA O 

MELHOR RENDIMENTO NA PRODUÇÃO DE COMPOSTOS VOLÁTEIS DE 

AROMA 

 

Resumo 

 

Dentre os diversos processos fermentativos realizados para a obtenção dos compostos 2-

feniletanol, acetato de 2-feniletil e -cariofileno descritos e os resultados apresentados no 

capitulo 2, o uso do resíduo de goiaba utilizando a cepa de Kluyveromyces lactis foram 

selecionados para otimizar todas as condições do processo biotecnológico. Dessa forma, o 

principal objetivo deste capítulo foi padronizar as condições do processo biotecnológico, 

incluindo a composição do meio, agitação e temperatura para obtenção de compostos de 

aroma, principalmente 2-feniletanol, acetato de 2-feniletil e -cariofileno utilizando 

fermentação submersa por Kluyveromyces lactis. Inicialmente, avaliou-se a produção dos 

compostos citados por meio da realização de um planejamento fatorial fracionado. Foram 

testadas 5 variáveis dependentes: concentração de açúcar (de 0 a 50g/L), de extrato de 

levedura (de 0 a 10g/L), agitação (de 75 a 150 rpm), massa de resíduo (de 10 a 100g/L), e 

temperatura de fermentação (de 30ºC a 50ºC). Após a verificação dos efeitos principais 

para 2-feniletanol (extrato de levedura e agitação), acetato de 2-feniletil (extrato de 

levedura e glicose) e -cariofileno (quantidade de resíduo e agitação) foi realizado um 

planejamento completo do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para 

cada composto de interesse. Segundo a análise da superfície de resposta, o processo de 

produção foi otimizado, onde a maior produção do acetato de 2-feniletil pode ser obtida 

em concentrações entre 25 a 35g/L de extrato de levedura, entre 40 a 60 g/L de glicose; do 

-cariofileno pode ser obtido em concentrações entre 120 a 140g/L de resíduo de goiaba, e 

agitação entre 160 e 180 rpm. A partir dessas condições otimizadas foi possível realizar um 

escalonamento da produção desses compostos no biorreator e foi possível obter 9,7 g/L de 

2-feniletanol, 65,6 g/L de acetato de 2-feniletil e 9,6 g/L de -cariofileno. 

 

Palavras-chave: aroma, cariofileno, goiaba, resíduos agroindustriais 
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CHAPTER 3 

 

OPTIMIZATION OF BIOTECHNOLOGICAL PROCESS CONDITIONS FOR BETTER 

YIELD IN VOLATILE AROMA PRODUCTION 

Abstract 

Among the various fermentation processes performed to obtain the compounds such as 2-

phenylethanol, 2-phenylethyl acetate and -caryophyllene described and the results 

presented in Chapter 2, the use of guava processing residue using strain Kluyveromyces 

lactis were selected to optimize the conditions of the biotechnological process. Thus, the 

main objective of this chapter was to optimize the conditions of the biotechnological 

process, including the medium composition, agitation and temperature to obtain aroma 

compounds, especially 2-phenylethanol, 2-phenylethyl acetate and -caryophyllene using 

submerged fermentation with Kluyveromyces lactis. Initially, the production of these 

compounds was evaluated by performing a fractional factorial design. Five dependent 

variables were tested: sugar concentration (0 to 50 g/L) , yeast extract (0 to 10 g/L), 

agitation (75 to 150 rpm), the the fruit processing residue (10 to 100g/L), and fermentation 

temperature (30 to 50ºC). After the verification of data obtained for the production of 2-

phenylethanol which was effected by the parameters such as yeast extract and stirring, 2-

phenylethyl acetate effected by parameters of yeast extract and glucose and -

caryophyllene effected by the parameters of residue concentration and stirring, a thorough 

planning of Central Composite Rotational Design (CCRD) type for each compound of 

interest was conducted. According to the analysis of the response surface, the 

manufacturing process conditions were optimized, where increased production of 2- 

phenylethyl acetate was obtained at concentrations of yeast extract varying from 25 and 

35g/L, by using 40 to 60 g/L glucose, the -caryophyllene concentration was obtained at 

concentrations of guava processing residue varying from 120 to 140g/L, and agitation 

between 160 and 180 rpm. Using these optimized conditions, the fermentation was 

performed wherein it was possible to obtain 9,7 g/L from 2-phenylethanol, 65,6 g/L from 2-

phenylethyl acetate and 9,6 g/L from - caryophyllene. 

 

Key-words: agroindustrial wastes, caryophyllene, flavor, guava 
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3.1. INTRODUÇÃO 

 

De acordo com os resultados apresentados no Capítulo 2, utilizando os diversos 

resíduos agroindustriais (goiaba, maracujá e umbu) e cepas isoladas dos frutos de goiaba, 

maracujá e umbu e puras (Aspergillus niger, Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces 

lactis) foi possível padronizar o processo biotecnológico para obter as substâncias voláteis 

(2-FE, 2-FEA e CAR) pela seleção da cepa Kluyveromyces lactis e o uso de resíduo de goiaba 

como substrato parcial. 

A utilização de resíduos agroindustriais em bioprocessos tem tido grandes avanços 

e interesse da comunidade acadêmica. A utilização racional desses resíduos contribui para 

minimizar problemas ambientais e energéticos, como também na obtenção de compostos 

de elevado valor comercial como etanol, enzimas, ácidos orgânicos, celulose e compostos 

de aroma, agregando importância ao que antes era tratado como resíduo (Medeiros et al., 

2000; Soccol & Vandenberghe, 2003). 

Várias leveduras do gênero Kluyveromyces produzem compostos voláteis a partir de 

glicose ou de etanol. O gênero Kluyveromyces tem sido amplamente usado em propostas 

industriais devido as suas características fisiológicas e a síntese de bioprodutos (enzimas, 

biomassa, ribonucleotídeos, oligossacarídeos, oligopeptídeos) (Louvel et al., 1996; Souza et 

al., 2001). Entre os compostos mais importantes na indústria de aromas de alimentos 

destacam-se os ésteres, que conferem diversos aromas de flores e frutas, como também 

conferem aroma a alimentos fermentados. 

Os compostos voláteis selecionados (2-feniletanol, acetato de 2-feniletil e -

cariofileno) são de alta importância e valor para a indústria de aromas, fragrâncias e 

cosmética (Etschmann et al,. 2003; Etschmann et al,. 2005; Reinsvold et al., 2011). Dessa 

forma, justifica-se a otimização para uma maior produção destes compostos com menor 

custo do processo biotecnológico.  

A partir desses aspectos, sabendo que os substratos agroindustriais oferecem várias 

vantagens como fácil manuseio, baixo custo, alta produtividade além de minimizar os 

problemas ambientais e amparado pelos resultados obtidos no capítulo anterior da seleção 

da levedura (Kluyveromyces lactis) e do resíduo agroindustrial (resíduo de goiaba), 

objetivou-se nesse capítulo realizar experimentos via planejamento experimental com o 

intuito de otimizar a produção de compostos voláteis (2-feniletanol, acetato de 2-feniletil e 

-cariofileno) utilizando resíduo de goiaba como substrato em fermentação submersa com 

Kluyveromyces lactis.  
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3.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.2.1 Local de execução 

O projeto foi desenvolvido no Laboratório de Flavor e Análises Cromatográficas 

(LAF) pertencente ao Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos 

(PROCTA) e no Laboratório de Microbiologia de Alimentos (LMA) do Departamento de 

Tecnologia de Alimentos (DTA) ambos da Universidade Federal de Sergipe, Campus de São 

Cristovão/SE. 

 

3.2.2 Resíduos agroindustriais:  

O resíduo de goiaba foi cedido pela empresa Pomar do Brasil Indústria e Comércio 

de Alimentos Ltda, localizada em Aracaju-SE e o mesmo foi armazenado a -18ºC, em 

freezer, em embalagens plásticas. A seguir, o resíduo foi triturado em moinho de facas 

(marca Tecnal, modelo Willye TE-650) em peneira de 20 mesh. 

 

3.2.3 Microrganismo 

 Foi utilizada a levedura Kluyveromyces lactis (CBMAI 548) procedente do Centro 

Pluridisciplinas de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA) da Universidade 

Estadual de Campinas (Unicamp). Trimestralmente a cepa era repicada em meio Sabourand 

e incubada em estufa bacteriológica à temperatura de 30°C por 24 horas. Após o 

crescimento, era adicionado glicerol estéril ao meio, procedendo-se o seu fracionamento 

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

 

3.2.4 Equipamentos 

Os equipamentos utilizados foram os mesmos listados no capítulo 2. 

 

3.2.5 Metodologia experimental 

 

3.2.5.1 Obtenção do inóculo 

 Para o preparo do pré-inóculo, Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do caldo 

sabouraud foram previamente autoclavados a 121 ºC por 15 min. Em seguida, três alçadas 
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de células de cultura estoque foram transferidas para o meio e incubou-se em agitador 

orbital tipo “shaker” à 150 rpm em temperatura de 30 ºC pelo período de 48 h. Para 

padronizar a concentração inicial de células no inóculo, após o período de incubação fez-se 

a contagem em câmara de Neubauer, de acordo com a metodologia descrita por Barga 

(2007), ajustando-se a concentração para 1x108 células/mL. 

 

3.2.5.2 Otimização das condições de fermentação para a produção de aroma frutal 

utilizando o resíduo de goiaba e a levedura Kluyveromoyces lactis 

Inicialmente foi avaliada a influência dos parâmetros glicose (entre 0 e 50g/L), 

extrato de levedura (entre 0 e 10g/L), agitação (entre 75 e 150 rpm), massa de resíduo 

(entre 10 e 100g/L), e temperatura (entre 30 e 50ºC) na produção de compostos de aroma 

(2-feniletanol, acetato de 2-feniletil e -cariofileno), utilizando o delineamento 

experimental do tipo fatorial fracionado 25-1, com 3 repetições no ponto central. Os níveis 

dos parâmetros e o planejamento fatorial estão apresentados nas Tabelas 23 e 24, 

respectivamente, e foram baseados nos trabalhos de Huang et al. (2000) e Fonseca et al. 

(2007). Os valores de pH (5,0) e concentração inicial de células (108 células/mL) foram 

mantidos fixos.  

Os experimentos fermentativos utilizando o resíduo de goiaba foram fermentados 

em frascos âmbar de 150 mL contendo 50 mL de meio de cultivo e 10% de volume de 

inoculo. A cada 24 horas de fermentação, durante 4 dias, foi retirado um frasco de produto 

fermentado para a realização das análises de aroma através de análise cromatográfica e 

espectrometria de massa conforme descrito no item 3.2.5.6. A variável resposta dos 

experimentos deste planejamento foi a intensidade em área, dos compostos -cariofileno, 

2-feniletanol e acetato de 2-feniletil.  

 

Tabela 23: Variáveis e níveis codificados para os experimentos do planejamento fatorial 
fracionado 

Variáveis independentes 
Níveis codificados das variáveis 

-1 0 +1 

Glicose (g/L) 0 25 50 

Extrato de levedura (g/L) 0 5 10 

Velocidade de agitação (rpm) 75 112,5 150 

Temperatura (°C) 30 40 50 
Concentração do resíduo (g/L) 10 55 100 
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Tabela 24: Variáveis codificadas do planejamento fracionado 

Ensaio Glicose 
(1) 

Extrato 
Levedura 

(2) 

Agitação 
(3) 

Temp. 
(4) 

Resíduo 
(5) 

1 -1 -1 -1 -1 +1 
2 +1 -1 -1 -1 -1 
3 -1 +1 -1 -1 -1 
4 +1 +1 -1 -1 +1 
5 -1 -1 +1 -1 -1 
6 +1 -1 +1 -1 +1 
7 -1 +1 +1 -1 +1 
8 +1 +1 +1 -1 -1 
9 -1 -1 -1 +1 -1 
10 +1 -1 -1 +1 +1 
11 -1 +1 -1 +1 +1 
12 +1 +1 -1 +1 -1 
13 -1 -1 +1 +1 +1 
14 +1 -1 +1 +1 -1 
15 -1 +1 +1 +1 -1 
16 +1 +1 +1 +1 +1 
17 0 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 0 
19 0 0 0 0 0 

 

3.2.5.3 Planejamento do tipo Composto Central Rotacional (DCCR) 

 

De acordo com os resultados obtidos dos experimentos no planejamento fatorial 

fracionado (item 3.2.5.2), foi possível verificar os parâmetros significativos para a produção 

de cada composto de interesse. A partir disto foi realizado o delineamento Composto 

Central Rotacional (DCCR) para a otimização do processo biotecnológico. 

Para a otimização da produção do 2-FE utilizou-se o DCCR do tipo 23, sendo 6 

pontos axiais e 3 centrais, onde variou-se a concentração de extrato de levedura e glicose e 

a agitação (Tabela 25), totalizando 17 experimentos. Os parâmetros temperatura (30ºC) e 

massa de resíduo (55 g/L) foram fixados no processo. 

Tabela 25: Valores utilizados no DCCR para a produção de 2-FE. 

Variáveis -1,68 -1 0 +1 +1,68 

Extrato de levedura (g/L) 5 14 27,5 41 50 
Glicose (g/L) 0 5 12,5 20 25 
Agitação (rpm) 75 110 162,5 215 250 

 

Para a otimização da produção do 2-FEA utilizou-se o DCCR, o qual foi 22, sendo 4 

pontos axiais e 3 centrais, totalizando 11 experimentos (Tabela 26). Foram fixadas as 
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condições de temperatura (30ºC), agitação (75 rpm) e quantidade de resíduo (55 g/L) 

enquanto que as variáveis de extrato de levedura e glicose tiveram os valores extrapolados 

afim de ampliar a faixa estudada. 

Tabela 26: Valores utilizados no DCCR para a produção de 2-FEA. 

Variáveis -1,41 -1 0 +1 +1,41 

Extrato de levedura (g/L) 5 12 27,5 44 50 
Glicose (g/L) 10 23 55 87 100 

 

De acordo com os resultados obtidos no planejamento fracionado para a produção 

do -cariofileno onde apenas a agitação e quantidade de resíduo tiveram seus valores 

extrapolados (Tabela 27), foi realizado um planejamento do tipo DCCR 22, sendo 4 pontos 

axiais e 3 centrais, totalizando 11 experimentos. Nestes experimentos, foram fixadas as 

condições de temperatura (30ºC), glicose (25 g/L) e extrato de levedura (5 g/L). 

 

Tabela 27: Valores utilizados no DCCR para a produção de cariofileno. 

Variáveis -1,41 -1 0 +1 +1,41 

Resíduo (g/L) 25 55 127 200 230 
Agitação (rpm) 75 100 162,5 224 250 

 

A validação do processo foi realizada repetindo-se as análises em triplicata. Os 

experimentos fermentativos foram realizados conforme descrito no item 3.2.5.2. 

3.2.5.4 Análise estatística 

Os resultados obtidos através do planejamento fatorial fracionado e delineamento 

composto central rotacional foram analisados pelo programa STATISTIC 10.0. 

 

3.2.5.5 Produção dos compostos de aroma em escala de biorreator 

A partir dos resultados de otimização do processo fermentativo em frascos agitados 

obtidos através do delineamento composto central rotacional (item 3.2.5.3), realizou-se os 

experimentos fermentativos para a obtenção dos compostos 2-feniletanol, acetato de 2-

feniletil e -cariofileno em escala de biorreator. Os experimentos foram realizados em um 

biorreator (marca INFORS- HT; modelo Minifors) com capacidade de 2,5 litros. Foram 

preparados 2 litros de meio de cultivo, sob condições controladas de agitação, temperatura 

e pH, nas condições ótimas de cada composto de interesse obtidas no planejamento 

experimental completo. 
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3.2.5.6 Análise dos compostos não voláteis 

A análise de compostos não voláteis foi realizada nos produtos fermentados obtidos 

nas condições otimizadas em frascos agitados (item 3.2.5.3) para a produção dos 

compostos de interesse (-cariofileno, 2-feniletanol e acetato de 2-feniletil). Os produtos 

fermentados foram coletados a cada 24h por 4 dias e centrifugados à 10.000 rpm por 

10min à 5°C. Os sobrenadantes foram analisados quanto ao pH (método 017-IV do Instituto 

Adolf Lutz, 2008), sólidos solúveis (método 010-IV do Instituto Adolfo Lutz, 2008), e 

açúcares redutores (método DNS, Miller, 1959). Todas as análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

3.2.5.7 Captura e separação dos compostos voláteis 

A produção de compostos voláteis foi monitorada a cada período de 24h através de 

análises cromatográficas do headspace, utilizando-se duas técnicas MEFS (Micro extração 

em Fase Sólida) e P&T (Purga e Armadilha). A primeira técnica foi utilizada para todos os 

experimentos enquanto a técnica de P&T foi utilizada apenas para os experimentos 

realizados no biorreator. 

 

3.2.5.7.1 Análise dos compostos voláteis pela técnica de MEFS:  

Essa técnica foi utilizada para todo o planejamento e amostras do biorreator. A 

extração e as análises cromatográficas foram realizadas nas mesmas condições descritas no 

Capítulo 2, item 2.2.8.5.  

 

3.2.5.7.2 Análise dos compostos voláteis pela técnica de Purge & Trap (P&T): 

Os compostos voláteis produzidos no biorreator foram submetidos ao sistema de 

purga e armadilha (Marca Tekmar; Modelo ATOMX), sendo os voláteis capturados pela 

armadilha Vocarb3000 e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de 

massas (GC-MS QQQ Agilent 7000) do tipo triplo quadrupolo. As condições de isolamento e 

concentração utilizadas no ATMOX para a análise cromatográfica foram baseadas em 

metodologia apresentada por Narain et al. (2007), descritas abaixo:  

Temperatura da amostra 25ºC; 

Tempo de purga: 15min; 

Fluxo de hélio: 40 ml/min; 
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Temperatura de desorção: 180ºC; 

Tempo de desorção: 10 min.  

Temperatura da linha de transferência: 180ºC. 

 

A programação do forno, gás de arraste e temperaturas de injetor foram as mesmas 

que no experimento anterior (item 3.2.5.7.1). 

 

3.2.5.8 Identificação e quantificação de compostos voláteis 

Os compostos foram identificados seguindo o mesmo procedimento descrito no 

Capítulo 2 (item 2.2.10.4.3). 

 

3.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 Seleção de parâmetros significativos para a produção dos compostos de aroma 

através do planejamento fatorial fracionado 

 

Baseado nos resultados do capítulo anterior em que o resíduo de goiaba 

fermentado utilizando Kluyveromyces lactis produziu os compostos voláteis em maior 

intensidade, foi realizado um planejamento para otimização da produção dos compostos 

de interesse (2-FE, 2-FEA e CAR) (Item 3.2.5.2). Em paralelo, foram injetados os padrões 

autênticos, nas mesmas condições de análise, para confirmação da sua identidade. 

A captura e análise de compostos de aroma costumam ser complexas 

principalmente pela característica de alta volatilidade e baixa concentração nas amostras. 

O uso da técnica de MEFS tem apresentado resultados relevantes. De maneira geral, o uso 

de MEFS para fins quantitativos é fortemente influenciado por diversos fatores, tais como: 

pela natureza da matriz, a quantidade de amostra, as condições de desadsorção, o 

revestimento da fibra, da temperatura de extração, tempo de extração, etc (Burman et al. 

2005). No entanto, as curvas de calibração lineares, para o 2-FEA (Figura 36)e CAR (Figura 

37) obtidas para os produtos voláteis escolhidos revelaram os valores R2 de 0,9819 e 

0,9830, respectivamente. 
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Figura 36: Curva de calibração do 2-FEA 
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Figura 37: Curva de calibração do CAR 
 

A estratégia escolhida neste trabalho foi de planejamento experimental. 

Primeiramente foi realizado um planejamento fatorial 25-1 e 3 repetições no ponto central. 

Foram avaliados os efeitos das concentrações de glicose e extrato de levedura, agitação, 

temperatura e concentração de resíduo na produção dos compostos de aroma 2-FE, 2-FEA 

e CAR conforme as condições variadas através do delineamento experimental (Tabela 28). 
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Tabela 28: Valores reais, codificados e variável resposta da matriz do planejamento fatorial 
fracionado para a produção dos compostos 2-FE, 2-FEA e CAR 

Ensaio 
Variáveis independentes Concentração (µMol/L) 

Glicose 
(g/L) 

Extrato 
Levedura (g/L) 

Agitação 
(rpm) 

Temperatura 
(°C) 

Resíduo 
(g/L) 

2-FE 2-FEA CAR 

1 0 (-1) 0 (-1) 75 (-1) 30 (-1) 100 (+1) 107,6 4086,1 219,9 
2 50 (+1) 0 (-1) 75 (-1) 30 (-1) 10 (-1) 6,6 10149,4 129,6 
3 0 (-1) 10 (+1) 75 (-1) 30 (-1) 10 (-1) 885,3 1625,7 118,6 
4 50 (+1) 10 (+1) 75 (-1) 30 (-1) 100 (+1) 329,5 17179,3 193,0 
5 0  (-1) 0 (-1) 150 (+1) 30 (-1) 10 (-1) 467,9 1324,7 147,0 
6 50 (+1) 0 (-1) 150 (+1) 30 (-1) 100 (+1) 221,9 6766,3 262,9 
7 0 (-1) 10 (+1) 150 (+1) 30 (-1) 100 (+1) 645,9 1878,3 270,9 
8 50 (+1) 10 (+1) 150 (+1) 30 (-1) 10 (-1) 514,1 18255,7 157,2 
9 0 (-1) 0 (-1) 75 (-1) 50 (+1) 10 (-1) 1,7 551,4 101,1 

10 50 (+1) 0 (-1) 75 (-1) 50 (+1) 100 (+1) 2,2 145,0 185,7 
11 0 (-1) 10 (+1) 75 (-1) 50 (+1) 100 (+1) 305,4 6261,0 158,0 
12 50 (+1) 10 (+1) 75 (-1) 50 (+1) 10 (-1) 107,6 1693,8 67,6 
13 0 (-1) 0 (-1) 150 (+1) 50 (+1) 100 (+1) 153,8 116,4 295,7 
14 50 (+1) 0 (-1) 150 (+1) 50 (+1) 10 (-1) 241,7 1674,0 189,3 
15 0 (-1) 10 (+1) 150 (+1) 50 (+1) 10 (-1) 136,2 544,8 263,6 
16 50 (+1) 10 (+1) 150 (+1) 50 (+1) 100 (+1) 276,8 740,3 299,3 
17 25 (0) 5 (0) 112,5 (0) 40 (0) 55 (0) 153,8 8348,0 132,5 
18 25 (0) 5 (0) 112,5 (0) 40 (0) 55 (0) 114,2 5953,4 200,2 
19 25 (0) 5 (0) 112,5 (0) 40 (0) 55 (0) 131,8 7469,2 197,3 

 

 

Os gráficos de Pareto (Figuras 38, 39 e 40) ilustram os efeitos das variáveis, bem 

como suas interações ao nível de signnificância de 5%. Os parâmetros que ultrapassam a 

direita da linha tracejada são considerados significativos ao nível de significância de 5% (p < 

0,05). Verificou-se para o 2-FE (Figura 38) que o extrato de levedura e a temperatura foram 

os parâmetros que mais influenciaram a produção do composto ao nível de 5% de 

significância, sendo os efeitos positivo e negativo, respectivamente, ou seja, em 

concentrações maiores de extrato de levedura e nos valores menores de temperaturas de 

fermentação, maior será a produção de 2-FE. A concentração do resíduo não teve 

influência significativa na produção deste composto. A agitação apresentou influência 

positiva, ou seja, quanto maior a agitação maior a produção do composto de aroma 2-FE.  

Para a produção do acetato de 2-feniletil (Figura 39) observou-se que a 

temperatura, a concentração de glicose e a interação entre estes 2 parâmetros foram os 

que mais influenciaram ao nível de significância de 5% (p < 0,05) sobre a produção do 

composto. A glicose e o extrato de levedura apresentaram efeito positivo, ou seja, quanto 

maior a concentração maior a produção do composto e a temperatura e a interação entre 

glicose e temperatura demonstraram efeito negativo, ou seja, quanto maior forem estes 
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parâmetros menor será a produção do composto. A agitação não influenciou ao nível de 

5% de significância a produção 2-FEA. Vale salientar que estas interpretações são válidas 

dentro da faixa de variação testada nos experimentos para cada parâmetro avaliado. 

Para a produção do CAR (Figura 40) apenas a concentração de resíduo e a agitação 

influenciaram significativamente (p < 0,05) ao processo, e de forma positiva, ou seja, 

quanto maior os valores destes parâmetros maior foi a produção composto. 
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Figura 38: Diagrama de efeitos de Pareto para planejamento 25-1  para a produção 

do 2-FE. 
 

No planejamento fracionado realizado para os compostos alvo desse estudo (2-FE, 

2-FEA e CAR), de todas as variáveis avaliadas (glicose, extrato de levedura, temperatura, 

quantidade de resíduo e agitação), a condição comum que apresentou influência entre os 

parâmetros foi apenas a agitação, de forma positiva, para os compostos 2-FE e CAR. 
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Figura 39: Diagrama de efeitos de Pareto para o planejamento 25-1  para a produção 

do 2-FEA. 
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Figura 40: Diagrama de efeitos de Pareto para planejamento 25-1 para a produção 

do CAR. 
 

3.3.2. Otimização do processo biotecnológico para a produção dos compostos de aroma 

A partir dos resultados do planejamento fatorial fracionado foi possível obter os 

parâmetros que influenciaram na produção de cada composto volátil e assim foi 
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estabelecido o delineamento composto central rotacional para a otimização do processo 

biotecnológico em frascos agitados. 

 

3.3.2.1 Delineamento composto central rotacional (DCCR) para o 2-FE 

 

 Para a otimização da produção de 2-FE utilizou-se o DCCR, onde variou-se a 

concentração de extrato de levedura e glicose e a agitação, totalizando 17 experimentos. 

As áreas dos picos cromatográficos de 2-FE obtidas em cada experimento estão 

apresentadas na Tabela 29. A máxima produção do composto 2-FE foi obtida em 24 h para 

os ensaios 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13 e 14, e após 48 h para os demais ensaios. Os picos 

máximos de produção do composto de aroma 2-FE variaram entre 13,8 a 2746 µMol/L em 

todos os ensaios realizados, sendo a maior concentração obtida (29437 µMol/L) quando 

utilizado meio de cultivo contendo 5 g/L de glicose, 14 g/L de extrato de levedura e 

agitação de 228 rpm (experimento 3).  

 

Tabela 29: Valores reais e codificados da matriz do planejamento experimental para a 
produção de 2-FE e variável resposta em concentração (µMol/L) na produção do composto. 

Ensaio Extrato 
Levedura (g/L) 

Agitação 
(RPM) 

Glicose 
 (g/L) 

Concentração  

 (µMol/L) 

1 14 (-1) 120 (-1) 5 (-1) 184,5 

2 41 (+1) 120 (-1) 5 (-1) 854,6 

3 14 (-1) 228 (+1) 5 (-1) 2746,0 

4 41 (+1) 228 (+1) 5 (-1) 1551,0 

5 14 (-1) 120 (-1) 20 (+1) 850,2 

6 41 (+1) 120 (-1) 20 (+1) 538,2 

7 14 (-1) 228 (+1) 20 (+1) 590,9 

8 41 (+1) 228 (+1) 20 (+1) 52,2 

9 5 (-1,68) 175 (0) 12,5 (0) 160,4 

10 50 (+1,68) 175 (0) 12,5 (0) 54,9 

11 27,5 (0) 75 (-1,68) 12,5 (0) 13,8 

12 27,5 (0) 250 (+1,68) 12,5 (0) 55,1 

13 27,5 (0) 175 (0) 0 (-1,68) 70,3 

14 27,5 (0) 175 (0) 25 (+1,68) 58,8 

15 27,5 (0) 175 (0) 17,5 (0) 33,0 

16 27,5 (0) 175 (0) 17,5 (0) 43,9 

17 27,5 (0) 175 (0) 17,5 (0) 44,4 

 

Os cromatogramas demonstrando os picos do composto 2-FE estão apresentados 

na Figura 41. O pico do composto foi identificado em média com 25,05 min de corrida. Os 

picos sobrepostos correspondem a produção do composto em cada ensaio realizado. A 

menor produção deste composto foi obtida quando utilizou 12,5 g/L de glicose, 27,5 g/L de 

extrato de levedura e agitação de 75 rpm. 
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Figura 41: Cromatograma dos íons totais demonstrando o pico do composto 2-FE segundo as diversas condições do planejamento DCCR 
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Huang et al. (2000) obtiveram maior produção de 2-FE utilizando Pichia fermentans 

em meio contendo 18% de sacarose, 0,25% de extrato levedura e 0,1% de fenilalanina. 

Mais próximos aos resultados encontrados nesse trabalho (0,5%), foram reportados por 

Stark et al. (2002) e Oliveira (2010) que obtiveram maior produção deste composto 

utilizando meio contendo 3% e 2% de glicose, respectivamente. No trabalho atual quando 

comparado aos demais autores a produção deste composto foi otimizada em frascos 

agitados utilizando meio de cultivo contendo uma quantidade bem menor de glicose 

(0,5%), extrato de levedura e resíduo de goiaba. Além disto, não foi utilizado o aminoácido 

L-fenilalanina comumente adicionado em meios sintéticos como substrato para a produção 

biotecnológica deste composto.  

A máxima produção do composto foi em agitação 228 rpm, comparável aos valores 

obtidos por Garavaglia et al. (2007) e Damasceno et al. (2003), os quais obtiveram maior 

produção do 2-FE em mosto de uva por Kluyveromyces marxianus tendo agitação de 250 

rpm e em mosto contendo manipueira por Geotrichum fragrans em agitação de 150 rpm.  

A influência dos parâmetros no processo de produção de 2-FE foi avaliada através 

do gráfico de pareto apresentado na Figura 42. É possível verificar que na faixa estudada 

que a agitação e a glicose influenciaram de forma positiva e negativa, respectivamente. 
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Figura 42: Gráfico de pareto para a estimativa de efeitos do planejamento fatorial 

completo na produção do composto de aroma 2-FE. 
 

A análise de variância está apresentada na Tabela 30, onde o coeficiente de 

correlação R2= 0,72, e o F calculado (de 3,02 inferior ao F tabelado = 3,68) não validaram 

estatisticamente o modelo e assim não foi possível construir a superfície de resposta e a 

curva de contorno. 
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Tabela 30: Análise de variância (ANOVA) para a produção do 2-FE 
Fonte de 

variação 

Soma quadrática Graus de 

liberdade 

Média quadrática F calculado 

Regressão 1,11191011E+14 7 1,2354556777777 
E+13 

3,02 

Resíduo 4,7247189E+13 9 6,749598428571E+12 - 

Falta de ajuste 4,720869E+13 
 

4 - - 

Erro puro 3,849900E+10 3 - - 

Total 1,584382E+14 16 - - 

Coeficiente de correlação R2 =0,72104 

F9;7;5% = 3,68 

 

3.3.2.2 Delineamento composto central rotacional (DCCR) para o 2-FEA 

Em virtude dos resultados obtidos no planejamento fracionado foi realizado um 

novo planejamento do tipo DCCR para o 2-FEA, o qual foi 22, sendo 4 pontos axiais e 3 

centrais. O composto 2-FEA alcançou sua máxima produção em 24h de fermentação 

apenas para os ensaios 1 e 2, e após 48 h para os demais ensaios (Tabela 31). A Tabela 31 

relata os picos máximos de produção do composto de aroma 2-FEA variaram entre 230 a 

5777 µMol/L em todos os ensaios realizados, sendo a maior concentração obtida para os 

experimentos do ponto central do planejamento (55 g/L de glicose e 27,5 g/L de extrato de 

levedura).  

 

Tabela 31: Valores reais e codificados da matriz do planejamento experimental para a 
produção de 2-FEA e variável resposta em concentração (µMol/L) na produção do 

composto. 

Ensaio Extrato de 
Levedura (g/L) 

Glicose  
(g/L) 

Concentração  

(µMol/L) 

1 12 (-1) 23 (-1) 843.6 
2 44 (+1) 23 (-1) 876.5 
3 12 (-1) 87 (+1) 738.1 
4 44 (+1) 87 (+1) 1388.4 
5 5 (-1,41) 55 (0) 1603.7 
6 50 (+1,41) 55 (0) 819.4 
7 27,5 (0) 10 (-1,41) 1755.3 
8 27,5 (0) 100  (+1,41) 230.7 
9 27,5 (0) 55 (0) 4679.3 

10 27,5 (0) 55 (0) 5777.7 
11 27,5 (0) 55 (0) 4205.6 
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Os diversos cromatogramas demonstrando o pico do composto 2-FEA estão 

apresentados na Figura 43 e o gráfico de pareto na Figura 44. O pico do composto foi 

identificado em média com 22,02 min de corrida. Os picos sobrepostos correspondem a 

produção do composto em cada experimento do planejamento realizado. A menor 

produção deste composto foi obtida quando utilizou 100 g/L de glicose e 27,5 g/L de 

extrato de levedura. 

A Figura 44 apresenta o gráfico de Pareto onde verifica-se para a produção do 2-FEA 

os parâmetros de extrato de levedura e a glicose influenciaram negativamente a produção 

do composto ao nível de 5% de significância na faixa estudada. 

Lee (1998) apud Huang et al. (2000) afirmam que extrato de levedura é a melhor 

fonte de nitrogênio para a produção de 2-FEA e 2-FE, sendo atribuído que o extrato de 

levedura além de contribuir com nitrogênio também contribui com vitaminas ao meio. E o 

mesmo perfil foi observado no gráfico de pareto (Figura 44). 
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Figura 43: Cromatograma dos íons totais demonstrando o pico do composto 2-FEA nas diversas condições do planejamento DCCR 
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Figura 44: Gráfico de pareto para a estimativa de efeitos do planejamento fatorial 

completo na produção do composto 2-FEA. 
 

A equação 3 representa o modelo codificado de segunda ordem, que descreve em 

área do pico de produção do composto de aroma 2-feniletil acetato (variável dependente) 

em função das variáveis independentes analisadas, dentro da faixa estudada. O modelo 

empírico obtido foi validado pela análise de variância apresentada na Tabela 32. O 

coeficiente de correlação obtido foi de 0,92 e o F calculado (46,43) foi maior que o F 

tabelado (4,46), portanto o modelo proposto na equação 2 é válido, podendo ser obtida a 

superfície de resposta.  

  

Área do pico de 2-FEA = 2779925 - 1082125 x (conc extrato de levedura)2 - 1137927 x (Conc 

glicose)2   (Eq. 3) 

 

Tabela 32: Análise de variância (ANOVA) para a produção do 2-FEA 

Fonte de 
variação 

Soma 
quadrática 

Graus de 
liberdade 

Média 
quadrática 

F calculado 

Regressão 1,077261E+15 2 5,386305E+14 46,43 

Resíduo 9,279977E+13 8 
1,159997125 

E+13 
 

Falta de ajuste 2,579786E+13 3   
Erro puro 6,700187E+13 2   

Total 1,170061E+15 10   

Coeficiente de correlação R2 =0,92 

F9;7;5% = 4,46 

  



157 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Capítulo 3 

 

A análise da superfície de resposta e da curva de contorno (Figuras 45 e 46) mostra 

a região ótima (área vermelha mais escura da curva de contorno), onde obtém os maiores 

valores do composto. A região de máximos valores de produção foi utilizando 27g/L de 

extrato de levedura e 55g/L de glicose.  
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Figura 45: Superfície de resposta para a produção do composto de aroma 2-FEA 
demonstrando o efeito das concentrações de glicose e extrato de levedura 
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Figura 46: Curvas de contorno para a produção do composto 2-FEA de acordo com as 
variações nas concentrações de glicose e extrato de levedura. 
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3.3.2.3 Delineamento composto central rotacional (DCCR) para o -cariofileno 

 De acordo com os resultados obtidos no planejamento fracionado onde apenas a 

agitação e quantidade de resíduo tiveram seus valores extrapolados (Tabela 33), foi 

realizado um planejamento do tipo DCCR 22, sendo 4 pontos axiais e 3 centrais, totalizando 

11 experimentos. Nestes experimentos, foram fixadas as condições de temperatura (30ºC), 

glicose (25 g/L) e extrato de levedura (5 g/L). 

A maior produção do -cariofileno ocorreu em 24 h de fermentação apenas para os 

ensaios 1, 9, 10 e 11, e 48 h para os demais ensaios. A máxima de produção do -

cariofileno variou entre 334 a 1159 µMol/L em todos os ensaios realizados (Tabela 33), 

sendo a maior concentração obtida para os experimentos do ponto central do 

planejamento (127 g/L de resíduo e 162,5 rpm de agitação).  

 

Tabela 33: Valores reais e codificados da matriz do planejamento experimental para a 

produção de -cariofileno e variável resposta em concentração (µMol/L) do pico 
cromatográfico. 

Ensaio Resíduo 
 (g/L) 

Agitação 
 (rpm) 

Concentração  

 (µMol/L) 

1 55 (-1) 100 (-1) 499.7 
2 200 (+1) 100 (-1) 568.2 
3 55 (-1) 224 (+1) 787.6 
4 200 (+1) 224 (+1) 940.6 
5 25 (-1,41) 162,5 (0) 334.3 
6 230 (+1,41) 162,5 (0) 426.9 
7 127 (0) 75 (-1,41) 397.7 
8 127 (0) 250(+1,41) 787.6 
9 127 (0) 162,5 (0) 1151.9 

10 127 (0) 162,5 (0) 1159.2 
11 127 (0) 162,5 (0) 977.0 

 

Os diversos cromatogramas demonstrando o pico do composto -cariofileno estão 

apresentados na Figura 47. O pico do composto foi identificado, em média, com 15,15 min 

de corrida. Os picos sobrepostos (Figura 47) correspondem a produção do composto a cada 

24 h de fermentação, sendo que a maior produção do composto ocorreu após 48 h de 

fermentação e o mesmo diminui nas horas seguintes. A menor produção deste composto 

foi obtida quando utilizou a menor quantidade de resíduo 25 g/L de glicose e 162,5 rpm de 

agitação. 
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Figura 47: Cromatograma dos íons totais demonstrando o pico do composto -cariofileno nas diversas condições do planejamento DCCR. 
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O gráfico de pareto, representado pela Figura 48, demonstra que para a produção do -

cariofileno a concentração de resíduo e a agitação influenciaram significativamente (p < 0,05), de 

forma negativa, ou seja, quanto menor os valores destes parâmetros maior a produção 

composto na faixa de valor estudada.  
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Figura 48: Gráfico de pareto para a estimativa de efeitos do planejamento fatorial 

completo na produção do composto de aroma -cariofileno. 
 

A equação 3 representa o modelo codificado de segunda ordem, que descreve em área 

do pico de produção do composto de aroma -cariofileno em função das variáveis 

independentes analisadas, dentro da faixa estudada. O modelo empírico obtido foi validado pela 

análise de variância apresentada na Tabela 34. O coeficiente de correlação obtido foi de 0,87 e o 

F calculado (27,49) foi maior que o F tabelado (4,46), portanto o modelo proposto na equação 3 

é válido, podendo ser obtida a superfície de resposta.  

Área do pico de CAR = 15118079  – 4174815 [Resíduo] 2 - 2725105 (agitação)2 (Eq. 3) 

 

Tabela 34: Análise de variância (ANOVA) para a produção de CAR 

Fonte de 
variação 

Soma quadrática 
Graus de 
liberdade 

Média quadrática F calculado 

Regressão 1,50027513E+14 2 7,50137565E+13 27,49 

Resíduo 2,1827387E+13 8 2,728423375E+12  

Falta de ajuste 1,782072E+13 3   

Erro puro 4,006667E+12 2   

Total 1,718549E+14 10   

Coeficiente de correlação R2 = 0,87 
F9;7;5% = 4,46 
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A análise da superfície de resposta e da curva de contorno (Figuras 49 e 50) mostra a região 

ótima (área vermelha mais escura da curva de contorno), onde obtém os maiores valores de -

cariofileno. A região de máximos valores de produção do composto foi utilizando 127g/L de 

resíduo e 162 rpm. 

 

 

Fitted Surf ace; Variable: CARIOFILENO

2 f actors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=436548E7

DV: CARIOFILENO

 > 1,5E7 

 < 1,2E7 

 < 7E6 

 < 2E6 

 < -3E6 

 < -8E6 

0
20

40
60

80
100

120

140

160

180

200

220

240

AGITAÇAO

60
80

100
120

140
160

180
200

220
240

260

RESIDUO

-1E7

-5E6

0

5E6

1E7

1,5E7

2E7

C
A
R
IO
FILEN

O

 

Figura 49: Superfície de resposta para a produção do composto de aroma -cariofileno 
demonstrando o efeito da concentração de resíduo e agitação 
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Figura 50: Curvas de contorno para a produção do composto cariofileno de acordo com 

as variações nas concentrações de resíduo e agitação. 
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3.3.3 Monitoramento da produção dos compostos de aroma durante a fermentação 

 

 O acompanhamento da produção dos compostos 2-feniletanol (2-FE), 2-feniletil acetato 

(2-FEA) e -cariofileno (CAR) foi estudada retirando-se alíquotas a cada 24h na melhor condição 

de fermentação de acordo com o planejamento experimental (DCCR) para cada composto de 

interesse durante o período total de 96h. Os cromatogramas dos compostos estão apresentados 

nas Figuras 51, 52 e 53 para os compostos 2-FE, 2-FEA e CAR, respectivamente. Analisando a 

produção do CAR durante a fermentação é possível verificar que o mesmo está presente em 

quantidade significativa desde o tempo 0h, uma vez que esse composto é originalmente do 

resíduo de goiaba. No entanto, o aumento da intensidade durante a fermentação pode ser 

atribuído ao processo biotecnológico. 

 

 

Figura 51: Acompanhamento da produção do 2-FE durante as 96h de fermentação da 
Kluyveromyces lactis usando resíduo de goiaba como substrato. 
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Figura 52: Acompanhamento da produção do 2-FEA durante as 96h de fermentação da 
Kluyveromyces lactis usando resíduo de goiaba como substrato. 
 

 

Figura 53: Acompanhamento da produção do -cariofileno durante as 96h de 
fermentação da Kluyveromyces lactis usando resíduo de goiaba como substrato. 
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3.3.4 Cinética do consumo de substrato e variação de pH e ºBrix 

 

O consumo de substrato e as variações de pH e Brix durante os processo de obtenção dos 

compostos 2-FE, 2-FEA e CAR foram acompanhados durante 4 dias de fermentação. Os 

resultados estão demonstrados nas Figuras 54, 55 e 56.  

Os valores de pH oscilaram entre 5,8 a 4,3. O pH reduziu durante o processo fermentativo 

com um discreto mas pequeno aumento no final da fermentação. Esta variação pode ser 

atribuída provavelmente a formação de compostos ácidos ou devido a formação de íons de 

hidrogênio associado ao crescimento microbiano (Starzack et al.,1994). Com relação ao teor de 

sólidos solúveis os valores de 2-FEA iniciaram com valores mais elevados (8,2°Brix), seguido pelo 

2-FE (4,97°Brix) e CAR (3,36°Brix). Esses valores distintos são resultados das diferentes condições 

de fermentação utilizadas para cada composto de interesse. No entanto, o comportamento de 

redução do teor de sólidos solúveis durante a fermentação foi o mesmo para todos os 

compostos, entretanto, o percentual de redução do °brix foi variado, sendo 43, 32 e 65% para os 

compostos 2-FEA, 2-FE e CAR, respectivamente.  

O consumo de substrato, em função da determinação de ART, foi significativo desde as 

primeiras 24h de fermentação, sendo mais acentuado durante a produção de CAR e 2-FEA. O 

consumo do substrato atingiu cerca de 90% em 48 h durante a produção de 2-FEA e 2-FE e em 72 

h durante a produção de CAR. Diante dos resultados obtidos, observou-se que a glicose foi 

essencial para o processo fermentativo, tendo em vista que a produção máxima desses 

compostos foi obtida em 48h de fermentação. 

Starzak et al. (2007) afirmam que a inibição do crescimento microbiano ocorre por uma 

alta concentração de produto e/ou substrato. Fato que pode ter acontecido com os produtos 

fermentados obtidos, uma vez que após a otimização do processo altas concentrações de 

compostos voláteis foram obtidas. 
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Figura 54: Acompanhamento do pH durante a fermentação para a obtenção dos compostos 2-FE, 

2-FEA e CAR. 
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 Figura 55: Acompanhamento do °Brix durante a fermentação para a obtenção dos 
compostos 2-FE, 2-FEA e CAR. 
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Figura 56: Acompanhamento do ART durante a fermentação para a obtenção dos compostos 2-

FE, 2-FEA e CAR. 

 

3.3.5 Processo biotecnológico para a obtenção de compostos de aroma em biorreator de 

bancada  

 

 Após a otimização do processo biotecnológico de produção dos compostos 2-feniletanol 

(2-FE), 2-feniletil acetato (2-FEA) e -cariofileno (CAR) em frascos agitados, realizou-se o 

escalonamento do processo em Biorreator de bancada de 2,5L. A fermentação foi realizada para 

cada composto de interesse (2-FE, 2-FEA e CAR) utilizando as condições operacionais ótimas 

onde obteve-se a máxima produção dos mesmos nos experimentos em frascos agitados. Os 

compostos voláteis foram analisados através de análises cromatográficas de headspace, 

utilizando as técnicas MEFS e P &T.  

 

3.3.5.1 Análise dos compostos de interesse através da técnica MEFS 

Os compostos voláteis dos fermentados obtidos em frascos agitados e no biorreator 

foram analisados utilizando a técnica de MEFS para cada composto de interesse. Para fins de 

comparação, nas Figuras 57, 58 e 59 estão apresentados os cromatogramas obtidos na produção 

do 2-FE, 2-FEA e -cariofileno, respectivamente, em biorreator e em frascos agitados.  
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Figura 57: Cromatograma dos íons totais da produção do 2-FE no biorreator e no shaker 
 

 

Figura 58: Cromatograma dos íons totais da produção do 2-FEA no biorreator e no shaker 

2-FEA (Biorreator) 

2-FEA (Shaker) 

2-FE (Biorreator) 

2-FE (Shaker) 
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Figura 59: Cromatograma dos íons totais da produção do -cariofileno no biorreator e no 
shaker 

 

Foi obtido um escalonamento eficiente, sendo que a produção de -cariofileno e 2-FE 

aumentou cerca de 6 vezes quando o processo foi realizado em biorreator e para o 2-FEA o 

aumento foi de 1,5 vezes em relação a produção destes compostos em frascos agitados. Essas 

diferenças provavelmente podem ser decorrentes do maior controle das variáveis do processo 

agitação e temperatura, as quais foram estáveis durante as fermentações em biorreator em 

comparação aos experimentos em frascos agitados (Larroche et al., 1988; Van der Shaft et al., 

1992). Boluda-Aguilar & López-Gómez (2013) avaliando a produção de vários produtos 

(bioetanol, ácido galacturônico e -limoneno) utilizando resíduo de casca de limão como 

substrato também observaram esse mesmo comportamento.  

O acompanhamento da produção dos compostos 2-FE, 2-FEA e -cariofileno está 

apresentada nas Figuras 60, 61 e 62. É possível verificar o comportamento da produção dos 

compostos avaliados ocorrendo de maneira similar no biorreator e em frascos.  

 

Cariofileno - Biorreator 
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Cariofileno - Shaker 

CAR (Biorreator) 

CAR (Shaker) 



169 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Capítulo 3 

 

0h 24h 48h 72h 96h

0

1000

2000

3000

4000

5000

 Shaker

 Biorreator

Tempo de fermentaçao (horas)

S
h

a
k
e

r

u
M

o
l/
L

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000
B

io
rre

a
to

r

u
M

o
l/L

 
Figura 60: Monitoramento da produção do 2-FE no shaker e no biorreator 
 

0h 24h 48h 72h 96h

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

 Shaker

 Biorreator

Tempo de fermentaçao (horas)

S
h

a
k
e

r

u
M

o
l/
L

0

5000

10000

15000

20000

B
io

rre
a

to
r

u
M

o
l/L

 

Figura 61: Monitoramento da produção do 2-FEA no shaker e no biorreator 
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Figura 62: Monitoramento da produção do CAR no shaker e no biorreator 
 

3.3.5.2 Análise dos compostos de interesse através da técnica Purge and Trap 

 

 Os compostos de interesse obtidos no fermentador também foram avaliados pela técnica 

de Purge and Trap, utilizando o sistema Atomx. É possível perceber na Figura 63 que os 

compostos 2-FE, 2-FEA e CAR apresentam comportamento similar ao descrito utilizando a técnica 

MEFS, mas com intensidade superior.  
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Figura 63: Monitoramento da produção do 2-FE obtido no fermentador utilizando a técnica do 
Purge & Trap 
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 Dentre todos os resultados obtidos foi possível verificar que a máxima produção para 

todos compostos (2-FE, 2-FEA e CAR) ocorreu no biorreator utilizando a técnica de Purge and 

Trap. O 2-feniletanol apresentou um máximo de produção durante a fermentação com 48h, com 

um valor de 9,7 g/L em biorreator. Hua & Xu (2011), em uma revisão sobre a produção deste 

composto por diferentes microrganismos, reportou melhores rendimentos desse álcool quando 

utilizou cepas de Kluyveromyces, como por exemplo, Etschmann et al. (2004) que obteve 5,6 g/L 

utilizando como microrganismo uma cepa de Kluveromyces marxianus. Os valores encontrados 

para este trabalho superam em quase 75% a quantidade produzida deste composto. Essa 

elevação na produção provavelmente ocorreu por alterações na temperatura, cultura de 

microrganismo utilizada, pH inicial e velocidade de agitação durante a fermentação como 

sugerido por Huang et al. (2001). 

Na quantificação do acetato de 2-feniletil o valor máximo encontrado também foi em 48h 

de fermentação com uma produção equivalente a 65,6 g/L. Lee et al. (2010) utilizando 

Saccharomyces cerevisae, Williopsis saturnus e uma cultura mista destes dois microrganismos, na 

fermentação do suco de mamão papaia para obtenção de vários compostos aromáticos, dentre 

eles o acetato de 2-feniletil, constatou que o microrganismo Williopsis saturnus teve melhor 

desempenho na produção do composto com um valor de 2,42 (v/v). Janssens et al. (1992) 

aborda em seu trabalho que Williopsis saturnus tem grande poder de converter facilmente 

álcoois em seu ésteres correspondentes. Etschmann et al. (2005) e Etschmann & Scharader 

(2006) obtiveram 5,9 g/L e 6,1 g/L, respectivamente, desse éster utilizando Kluyveromyces 

marxianus em meio sintético. Os valores encontrados neste trabalho superam o encontrado pela 

literatura provavelmente por um poder de conversão maior da Kluyveromyces lactis do que os 

microrganismos estudados por esses autores. 

Para o β-cariofileno o presente estudo encontrou em período máximo de produção (48h) 

a quantidade de 9,6 g/L. Não foram encontrados na literatura trabalhos relatando a produção de 

β-cariofileno pela via biotecnológica. Entretanto, Jélen et al. (1995) estudaram a produção de 

sesquiterpenos por diversas cepas de Fusarium sambucinum em meio sintético e encontraram 

compostos como isocariofileno (11,2%), longifolene (20,6%), acoradiene (11,2%). Em outro 

trabalho, Reinsvold et al. (2011) estudaram a produção de β-cariofileno por uma cepa 

transgênica de Synechocystis em meio sintético e encontraram um valor de quantificação de 46,4 

ng/ml de cultura/semana do composto. Diante do exposto este trabalho adquire uma 

importância significativa por representar um resultado inovador. 

Outro aspecto interessante a ser salientado apresentado por este estudo foram os 

maiores valores de quantificação quando a técnica de extração utilizada foi a de Purge and Trap. 

Este comportamento está em concordância com o reportado por Povolo & Cantarini (2003) 

quando comparou a técnica de Purge and Trap com a técnica de MEFS para a análise de 

compostos voláteis de manteiga e constatou que por Purge and Trap a quantidade de compostos 

extraídos foi maior, assim como sua concentração. Elmore et al. (1997) e Vercammen et al. 
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(2000) reportam em seus estudos que esse maior poder de extração por Purge and Trap dá-se 

pela seguintes razões: maior área superficial do Trap quando comparado a fibra de MEFS, maior 

afinidade do Tenax com a maioria dos compostos voláteis e um maior campo de extração na 

condição de headspace dinâmico maior no Purge and Trap. 

 

3.4 CONCLUSÕES 

 

o No planejamento fracionado realizado para os compostos alvos deste estudo (2-FE, 2-FEA 

e CAR), de todas as variáveis avaliadas (glicose, extrato de levedura, temperatura, 

quantidade de resíduo e agitação), a condição que apresentou influência entre os 

parâmetros foi apenas a agitação, de forma positiva, para os compostos 2-FE e CAR; 

o As melhores condições de fermentação para obtenção do 2-FE: temperatura (30ºC); 

concentração de resíduo de goiaba no meio (55 g/L); concentração de extrato de 

levedura (14g/L); agitação (228rpm) e concentração de glicose (5g/L); 

o As melhores condições de fermentação para obtenção do 2-FEA foram: temperatura 

(30ºC), agitação (75 rpm); concentração de resíduo de goiaba no meio (55 g/L); 

concentração de extrato de levedura (25 a 35g/L), concentração de glicose (40 a 60 g/L); 

o As melhores condições de fermentação para obtenção do -cariofileno foram: 

temperatura (30ºC), concentração de glicose (25 g/L); concentração de extrato de 

levedura (5 g/L); concentração de resíduo de goiaba no meio (120 a 140g/L), e agitação 

(160 e 180 rpm); 

o Dentre todos os resultados obtidos foi possível verificar que a máxima produção para os 

compostos - 2-FE de 9,7g/L; 2-FEA de 65,6g/L e CAR de 9,6g/L ocorreu no biorreator 

utilizando a técnica de Purge and Trap. 
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CONCLUSÕES 

 

o Os microrganismos isolados a partir de frutas (goiaba, maracujá e umbu) apresentaram 

odor característico de aromas frutais/florais, sendo que os microrganismos isolados de 

goiaba e maracujá tiveram com maior potencial aromático; 

o A levedura Kluyveromyces lactis obteve notas mais elevadas na análise sensorial quando 

comparada com outras culturas puras (Aspergillus niger e Kluyveromyces marxianus); 

o Dentre os resíduos agroindustriais (goiaba, maracujá e umbu) estudados, o resíduo de 

goiaba foi o que apresentou maior potencial para a produção de aromas frutais por 

fermentação submersa utilizando a levedura Kluyveromyces lactis; 

o Entre os 43 compostos de aroma produzidos pela fermentação em meio contendo 

resíduo de goiaba utilizando a K. lactis, destacou-se a produção dos compostos 2-

feniletanol e acetato de 2-fenetil acetato, os quais caracterizam  alto valor comercial; 

o A produção dos compostos voláteis foi bastante rápida, e essa produção iniciou a partir 

do primeiro dia de fermentação e teve o seu máximo entre 24-48h de fermentação; 

o As melhores condições para obtenção do 2-FE: temperatura (30ºC); concentração de 

resíduo de goiaba no meio (55 g/L); concentração de extrato de levedura (14g/L); 

agitação (228rpm) e concentração de glicose (5g/L); 

o As melhores condições para obtenção do 2-FEA foram: temperatura (30ºC), agitação (75 

rpm); concentração de resíduo de goiaba no meio (55 g/L); concentração de extrato de 

levedura (25 a 35g/L), concentração de glicose (40 a 60 g/L); 

o As melhores condições para obtenção do -cariofileno foram: temperatura (30ºC), 

concentração de glicose (25 g/L); concentração de extrato de levedura (5 g/L); 

concentração de resíduo de goiaba no meio (120 a 140g/L), e agitação (160 e 180 rpm); 

o Na fermentação realizada no biorreator de 2L de capacidade foi possível obter produção 

quase 6 vezes maior para os compostos 2-feniletanol (9,7g/L) e -cariofileno (65,6g/L), e 

1,5 vezes para o acetato de 2-feniletil (9,6g/L) quando comparado com a produção em 

frascos erlenmeyers de 250mL de capacidade; 

o Concluiu-se que o resíduo de goiaba e a levedura Kluyveromyces lactis podem ser 

utilizados para obter produtos de aroma frutal/floral (2-FE e 2-FEA) assim comprovando 

que os resíduos agroindustriais servirem como fontes de carbono de baixo custo.  
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APÊNDICE 

Apêndice 1 

Ficha sensorial 

 

Nome:__________________________________________________Data:________________ 

Por favor, marque com um traço nas escalas abaixo a intensidade de cada nota de aroma percebida em cada 

amostra.  

 

AMOSTRA                                                                INTENSIDADE 

 fraco                 moderado                         forte 

_________   |_____________________|_____________________| 

_________   |_____________________|_____________________| 

_________   |_____________________|_____________________| 

_________   |_____________________|_____________________| 

_________   |_____________________|_____________________| 

_________   |_____________________|_____________________| 

Comentários:___________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________________ 
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Cromatograma dos compostos voláteis dos produtos fermentados obtidos utilizando 

microrganismos isolados de maracujá e goiaba 

 

Apêndice 2 

Técnica Purge & Trap 
Coluna: Apolar 
 
LAF 3: Meio sintético x Meio com resíduo de maracujá 

 
 
LAF 5: Meio sintético x Meio com resíduo de maracujá 
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LAF35: Meio sintético x Meio com resíduo de maracujá 

 
 
 
LAF9: Meio sintético x Meio com resíduo de goiaba 
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LAF14: Meio sintético x Meio com resíduo de goiaba 
 

 
 
LAF45: Meio sintético x Meio com resíduo de goiaba 
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Técnica: Purge & Trap  
Meio: resíduo de maracujá (LAF4, LAF5 e LAF35) ou goiaba (LAF9, LAF14 e LAF45) 
 
LAF3: coluna apolar e polar 

 
LAF 5: coluna apolar e polar 
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LAF35: coluna polar e apolar 

 
LAF 9: coluna apolar e polar 
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LAF 14: coluna apolar e polar 

 
 

LAF 45: coluna apolar e polar 

 



184 

 Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 

 Conclusões 

 

 

Coluna: Apolar 

Meio: sintético 
 

LAF3: Purge & Trap e MEFS 

 
LAF5: Purge & Trap e MEFS 
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LAF35: Purge & Trap e MEFS 

 
 

LAF9: Purge & Trap e MEFS 
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LAF14: Purge & Trap e MEFS 

 
 

LAF 45: MEFS e Purge & Trap 
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Apêndice 3 
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Apêndice 4 

 
Tabela 35: Quantificação dos compostos 2-FE, 2-FEA e CAR utilizando Kluyveromyces lactis em 
meio com resíduo de goiaba obtidos em Shaker e em Biorreator pelas técnicas de MEFS e Purge 
and Trap  
 

 

 

 Composto 
Tempo de 

fermentação 

Técnica de extração 

Concentração (µMol/L de fermentado) 

MEFS Purge and Trap 

Biorreator Shaker Biorreator 

2-FE 0h 852  255 863,5  115 7613  278 

24h 366  341 1204,3   214 19048  5810 

48h 18132  1244 2765,8  192 59058  3251 

72h 3286  280 1550,7  141 54216  2490 

96h 6,0  3 0 27176  1715 

2-FEA 0h 5472  408 1448   251 116332  2115 

24h 4361  350 1888  239 222541 3145 

48h 7206  708 4510  466 396214  2244 

72h 4275  292 3286  298 113875  1830 

96h 4664  115 2856  197 11190  1125 

CAR 0h 3890  417 547  136 100  25 

24h 3891  963 692  79 58303 9335 

48h 8927  1087 1562  107 58440  7445 

72h 9364  1231 1156 113 51464  7550 

96h 3275  305 1013  81 51443  8425 


