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Resumo

Este trabalho apresenta o desenvolvimento e aplicacdo de uma metodologia para identificar a melhor
fibra para extracdo de compostos volateis gerados por fermentacdo em fase solida de residuos
provenientes das indlstrias de beneficiamento de café do Sudoeste da Bahia. O fungo filamentoso
Aspergillus niger. Foi utilizado para fermentacdo em fase sélida, impregnando uma solucédo nutriente a
matéria seca. A extracdo foi feita pela técnica de microextracdo em fase sélida, no modo headspace, sob
agitacdo e adicdo de solugdo de NaCl a 25% (p/v). Os resultados reportados mostram que o melhor
tempo de fermentagdo foi 48 h, e um teste determinou a carboxen-polidimetilsiloxano, como melhor
fibra para captura dos volateis.

Palavras-chave: compostos volateis, residuos agroindustriais, FES, SPME.

Abstract

This work presents the development and application of a methodology to identify the best fiber for
extraction of volatile compounds generated by solid phase fermentation of residues from coffee
processing industries in the Southwest of Bahia. The filamentous fungus Aspergillus niger. was used for
solid phase fermentation, impregnating a nutrient solution to the dry matter. Extraction was done by the
solid phase microextraction technique in headspace mode, with shaking and addition of 25% (w/v)
NaCl solution. The results showed that the best fermentation time was 48 h, and a test determined
carboxen-polydimethylsiloxane as the best fiber for capturing volatiles.
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Introducéo

A cafeicultura no Brasil tem grande importancia pela sustentagdo econdmica dos setores de
producdo, comercializacdo, industrializacdo e consumo, relacionados a cultura, e pela distribuicdo de
renda a diversos segmentos da economia brasileiral. Os principais Estados brasileiros produtores de
café sdo Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana, Bahia, Rondénia, Mato Grosso, Para e Rio de
Janeiro?,

O Estado da Bahia tem importancia consideravel na economia agricola, ocupando o quarto lugar na
producdo de café, com potencialidades para o desenvolvimento de processos para a reutilizacdo das
grandes quantidades de residuos agroindustriais produzidos, e que tém baixo ou nenhum valor
comercial, mas sdo potenciais matérias-primas para a producdo de combustiveis renovaveis, produtos
quimicos e energia de acordo com a disponibilidade local de materiais®.

As industrias cafeeiras produzem residuos que poderiam ter uma finalidade muito mais benéfica ao
homem e ao meio ambiente. Com o aumento da producao, € crescente também a quantidade de residuos
advindos do despolpamento do café (cascas e bagacos), que representa um sério problema ambiental
relacionado ao seu descarte.

Alguns residuos agroindustriais podem ser utilizados como ra¢éo animal, como é o caso de cascas e
bagacos de frutas tropicais, mandioca, cana-de-agUcar, dentre outros. No entanto, essa utilidade ndo se
aplica ao café, e o grande desafio do cafeicultor é o aproveitamento da grande quantidade de residuos
gerados, que, muitas vezes, sdo apenas utilizados na forma de fertilizantes®.

As cascas e bagacos dos frutos processados que sdo descartados poderiam ser utilizados como
substratos na producdo de varios metabdlitos de origem biotecnoldgica de interesse industrial, como é a
obtencdo de aromas naturais a partir da fermentacdo em estado sélido utilizando microorganismos
apropriados®.

Em virtude de seu elevado conteldo de agucares, cascas e bagacos tornam-se um substrato em
potencial para utilizagdo em processos biotecnoldgicos, atuando como fonte de carbonos para
microorganismos; sua conversao em produtos mais nobres vem aumentando nos Gltimos anos®. Vérias
pesquisas tem sido direcionadas para utilizacdo de residuos agroindustriais em bioprocessos: bagago de
maca utilizado como fonte de carbono para microrganismos na producdo de acido citrico e acido
lactico®, farelo de trigo, bagaco de cana e de mandioca para obtengdo de aromas frutais’, residuos de
processamento de café na geracdo de um forte aroma alcodlico com notas frutais®, ricos em pectina,
podem ser utilizados por microrganismos capazes de sintetizar enzimas pectinoliticas para degradar a
pectina presente no meio e utilizad-la como substrato para a producdo de aromas frutais; o produto
formado depende do substrato e do microrganismo utilizado na bioconversao.

Diferentes métodos podem ser utilizados para analise de compostos organicos volateis, em geral
todos envolvem processos de extragdo, concentracdo, separacdo e identificacdo dos componentes
individuais. Quando sdo submetidos a qualquer variacdo de temperatura, estdo sujeitos a modificagoes,
como rearranjos, ciclizacBes, oxidagdes, logo, os métodos aplicados devem ser eficientes e brandos
devido a quantidade, estabilidade e volatilidade desses compostos®.

Dentre as técnicas recentes para analise de volateis podem-se destacar a microextracdo em fase
sélida — MEFS (em inglés, SPME — solid phase micro extraction)®. Surgida na década de 90, consiste
na adsor¢do de substancias volateis em uma superficie polimérica de espessura de fase entre 07 e 100
um fixadas em uma seringa. A extragdo dos volateis por adsor¢do pode ser feita por seu headspace (HS-
SPME) ou ainda por contato direto da fibra com a matriz (DI-SPME).

Apos a adsorcdo dos volateis, os compostos sdo liberados por dessor¢do térmica no préprio injetor
cromatografico por efeito da temperatura, o que torna a técnica muito simples para utilizagdo®*.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e aplicacdo de uma metodologia para identificar a
melhor fibra para extracdo dos compostos volateis produzidos pela fermentacdo do residuo de café feita
por fungo filamentoso.
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Materiais e métodos
Materiais

Cascas e bagacos de café da espécie coffea arabica foram cedidos por produtores localizados nas
cidades de Vitdria da Conquista, Barra do Choga, Planalto, Pog¢des, Ribeirdo do Largo e Encruzilhada;
apos a secagem a 60 °C em estufa com circulacdo de ar por 24 horas, foram moidos e peneirados a fim
de obter particulas de 0,8-2,0 mm de tamanho.

Todo o material empregado para MEFS — fibras revestidas: Carboxen Polidimetilsiloxano (CARPDMS)
de 756 um; Polidimetilsiloxano-Divinilbenzeno (PDMS-DVB) de 65 um; Poliacrilato (PA) de 85 um;
Polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um, aparato para injecd0 manual em CG, recipientes de vidro com
capacidade para 40 mL, tampas de polipropileno e septos de teflon/silicone) foi adquirido de Supelco
(Bellefonte, PA, USA).

Microrganismo e condicGes de cultura

O microorganismos selecionado para o desenvolvimento desse trabalho foi o fungo filamentoso
Aspergillus niger, proveniente do Laboratério de Residuos Agroindustriais (LABRA) da UESB,
Campus de Itapetinga-BA. A conservacao do fungo foi obtida através da repicagem mensal das cepas
em PDA (HIMEDIA), mantidas em refrigerador a 4 °C. Os esporos dos fungos foram produzidos em
frascos de erlenmeyer (500 mL) contendo PDA (HIMEDIA), incubados a 35 °C £ 1 C até a completa
esporulacdo. Os mesmos foram recuperados em solugdo de &gua destilada estéril e quantificados em
Camara de Neubauer espelhada em um microscopio binocular (BIOVAL, L1000). As fermentagdes
foram conduzidas em erlenmeyers de 125 mL, contendo 10g de substrato e enriquecidas com a solugdo
nutriente contendo 30 g/L de glicose anidra (VETEC), 0,943 g/L de ureia (VETEC), e os sais NaCl
(VETEC), KH2PO4 (VETEC), MgS04.7H20 (REAGEN), nas concentracdes de 0,5 g/L, 2,0 g/L, e 1,0
g/L, respectivamente. Os substratos foram autoclavados a 121°C por 15 minutos, em seguida o co-
produto estéril foi inoculado com 1 mL de uma suspensdo com 2,76 x 107 esporos/mL do fungo
filamentoso Aspergillus niger e mantido durante 03 (trés) dias na temperatura de 35 °C £ 1°C em estufa
microbioldgica. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

Métodos analiticos

Os compostos volateis produzidos apos fermentacdo foram analisados através da técnica SPME de
acordo com o procedimento descrito por Nascimento Junior et al'>. Amostras de 0,250 g do mosto
fermentado foram transferidas para frascos de vidro com capacidade de 40 mL, contendo 10 mL de
solucgdo salina de NaCl (25% - p/v), hermeticamente fechado com tampa de polipropileno e septo de
teflon/silicone. O conjunto foi imerso em banho com temperatura controlada a 80 °C e mantido sob
agitacdo magnética. A seringa de SPME foi introduzida pelo septo, expondo-se a fibra adsorvente
acima da matriz (aproximadamente 3 cm) durante 30 minutos. Apés a extragao, os volateis sofreram
dessorcao térmica a 250 °C por 5 minutos no injetor do cromatografo a gas (VARIAN, modelo 3800,
FID, coluna CP Sil DB-5 — 30 m, 0,25 p, 0,25 mm). As analises foram realizadas utilizando-se a
temperatura inicial da coluna de 40 °C por 5 minutos, aumentando-se gradativamente de 10 °C por
minuto até atingir 150 °C, onde permaneceu por 5 minutos. As temperaturas do injetor e do detector
foram fixadas em 250 °C, empregando como gés de arraste o nitrogénio na vazao de 5,0 mL por minuto
em sistema de injecdo splitless. Todo o procedimento foi repetido para cada uma das fibras.

Resultados e discussao
A figura 1 abaixo mostra os trés tempos de fermentacdo monitorados (24, 48 e 72 h), onde pode-se

observar o decaimento da concentragdo dos compostos volateis produzidos evidenciado pela diminuicéo
das areas de varios picos monitorados.



vol. 10 n.2 Out. 2019
pag. 1-6

Ex@ tﬂl'o KW@ ISSN 2178-0471

100000

90000

20000 M

/ Ny Tempos de Retencéo
70000 ¥ ~ —4—10,037
60000 / —8—11,063

)/ >(‘ 13,186
50000
————— Ny Thm
40000 ——16,722
18,227
30000 P atinin

\. 19,178
20000 Ié

10000

0]

0 24 48 72

Figura 1. Comparacdo entre os tempos de (24, 48, 72 h)

Foi observada uma tendéncia em formar os compostos volateis nas primeiras 48 h de fermentacéo,
havendo um declinio na concentragéo, evidenciado pela diminuicéo da &rea dos picos ap0s esse periodo
devido ao consumo do substrato ou a presenca dos metabolitos, que pode ter sido prejudicial para o
desenvolvimento dos microrganismos dificultando a sintese de novos compostos. As variagdes nas
concentracdes dos compostos volateis durante o periodo fermentativo podem ter sido ocasionadas por
perdas durante a manipulacdo das amostras, como nas etapas de extragdo e concentragdo e também
podem ter sido ocasionadas pela presenga dos metabolitos que poderiam ter prejudicado o
desenvolvimento microbiano inibindo a produgdo dos mesmos. Rodriguez-Bustamante et al. 3
observaram que a 3-ionona, principal produto de degradacdo de p-caroteno, inibia o crescimento celular
de Trichosporon asahii, comprometendo a formagdo de aroma. A inibicdo de crescimento foi superada
utilizando-se materiais adsorventes no sistema que permitiram a remocdo dos produtos do meio de
cultivo, favorecendo a produgao de pB-ionona.

Sénchez-Contreras et al. 4, observaram uma producdo maxima de 8 mg L™ de compostos de
aromas em 48 h de fermentacdo por uma cultura mista composta de Bacillus sp. e Geotrichum sp.,
permanecendo constante até 120 h de fermentacdo. Maldonado-Robledo et al.® obtiveram uma
concentragdo maxima de B-ionona produzida por Geotrichum sp. de 4,5 mg Lt em 48 h de incubacéo,
gue permaneceu constante até o final do periodo fermentativo (96 h).

Portanto, o tempo de 48 h de fermentagdo foi adotado para seguir com o teste das fibras. Como o
objetivo dessa fermentagdo foi a producdo de metabolitos associados ao crescimento, esse tempo de
fermentacdo ideal, diminuiu sensivelmente o tempo de extracdo e analise dos compostos.

A comparacdo da eficiéncia de extracdo das fibras foi realizada em relagdo ao nimero de picos
referentes as substancias discriminadas e aos tempos de retencdo. Foi consideravelmente mais eficiente
a fibra CAR-PDMS, uma vez que o nimero de compostos volateis identificados pelo CG foi maior
(Tabela 1).

A fibra Carboxen-Polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) possui uma grande area superficial, é
bipolar e por isso a literatura indica seu uso para as mais variadas amostras, que vao desde matrizes
vegetais, como folhas secas e fresca, frutos, 6leos essenciais, condimentos, tais como alho e pimentdes,
além de volateis de culturas de fungo e de produtos alimenticios, como volateis de queijo, empregando
temperatura que vdo desde a ambiente até 80 °C, dependendo da matriz sendo também capaz de resistir
a altas temperatura no injetor (250 °C).
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Tabela 1. Tempos de retengdo dos compostos monitorados durante o teste das fibras

Tempo de Retencdo do pico* (min.) CAR-PDMS PDMS-DVB PA PDMS
8,224 X
9.017 X X
11.353 X
13,186
14,181
16,722
16.919
17.054
17.659
18.361
18.555
19.178
19.545
19.940

X X

XXX X
X

XXX XXX XXX
X X

X

*em tempos de analises distintos (24 h, 48 he 72 h)

Consideracdes Finais

A microextracdo em fase sélida (SPME), seguida da cromatografia gasosa, mostraram-se adequadas na
extracdo de compostos volateis. A fibra CAR-PDMS foi a que apresentou maior eficiéncia na extragéo
dos compostos volateis produzidos por fermentacéo em fase sélida utilizando o fungo Aspergillus niger,
no tempo de 48 h de incubag&o.
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