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INTRODUCAO

Apesar da maioria dos aromatizantes serem
atualmente obtidos por sintese quimica(84%),
pesquisas mostram a crescente preferéncia dos
consumidores por alimentos naturais ou que
contenham aditivos naturais(4). Plantas continuam
sendo importantes fontes de dleos essenciais e
aromas, mas ha grande dependéncia em fatores de
dificil controle, como clima e doengas. Uma
alternativa a sintese de aromas naturais baseia-se
nos processos microbioldgicos, como
fermentagdes (biosintese) e bioconversées. O
custo de produgdo de tais aromas pode ser
questionado; contudo, o pre¢o de mercado pago
por aromas naturais € compensador. Por exemplo,
a 4-decalactona sintética (aroma de impacto em
péssegos) custa 150 dolares/ Kg, enquanto seu
similar natural custa 6000 ddlares/ Kg(4). Fungos
do género Ceratocystis sintetizam diferentes
aromas frutais/florais (péssego, abacaxi, banana,
citricos e rosa), dependendo da cepa e das
condigdes de cultivo, sendo que C. fimbriata é
interessante devido ao seu rdpido crescimento,
habilidade na produgdo de esporos e a variedade
de aromas sintetizados(5). Neste trabalho.
procedeu-se a fermentagdo no estado solido da
casca de café com o intuito de avaliar a produgio
de aromas por C. fimbriata, comparando os
resultados com outros mencionados para
diferentes residuos agroindustriais. A influéncia
da adi¢do de glicose e o uso de substincias
precursoras de aromas foram estudados. Os
compostos biosintetizados presentes no headspace
dos cultivos foram caracterizados e quantificados.

MATERIAL E METODOS

Microorganismo

O microorganismo estudado foi C. fimbriata CBS
374-83. A manutenc¢io da cepa e a coleta dos
esporos transcorreram conforme descrito em
literatura (1).

Preparo do substrato sélido
Duzentos gramas de casca de café, previamente
seca (8% de umidade) e reduzida em particulas de

didmetro entre 0.4-0,8 mm, foram misturados a
um litro de 4gua destilada e tratados em vapor
fluente por 45 min. Apés simples filtragdo as
fragdes liquida e so6lida foram separadas, sendo
que estudos preliminares demonstraram que esta
mostrou-se mais apropriada a produgdo de aromas
do que a casca e do que-a fragdo liquida,
provavelmente devido a eliminagfo de sais e/ou
outras substéncias.

Procedimentos de fermentagio

Os experimentos foram conduzidos em
Erlenmeyers de 250mL, contendo 15g de matéria
seca (MS) e cobertos com 8 camadas de gaze. Em
todos os experimentos as condigdes iniciais
foram: temperatura 30'C, pH 6, inéculo 1x107
esporos g MS e 70% de 4gua (méxima absorgdo
do substrato)(1;3). A influéncia da adigdo de
glicose (20%, 35% e 46%) e da adicdo de
possiveis precursores (leucina 10 mMol (2), dleo
de soja 10%(1) e solugdo salina(2)) foram
estudadas para otimizag¢do da produgdo de volateis
totais (VT).

Procedimentos analiticos

Cada experimento foi realizado em triplicata. O
acompanhamento da evolugdo da produgdo dos
volateis foi realizada através de avaliagGes
sensoriais  paralelamente 4  andlise  por
Cromatografia de Gases (CG). Os compostos
foram identificados no headspace dos cultivos
comparando seu tempo de retengdo com padrdes.
Voliteis totais e alcoois foram expressos em
equivalente de etanol pmol por Litro de headspace
por grama de matéria seca (umol/L gMS) e
ésteres, da mesma forma, como equivalente de etil
acetato, ambos a partir de curvas padrdes (3).

Anilise dos dados

Os dados obtidos por cromatografia foram
integrados com o objetivo de calcular os voléteis
totais acumulados durante a fermentagdo. O
modelo logistico de Gompertz foi utilizado para
proceder esta integragdo e calcular o tempo de
méxima produgio e a velocidade de produgio dos
volateis(3).



RESULTADOS E CONSIDERAGCOES
Produc¢io de volateis: efeito da adicio de
glicose.

Para as adigdes de 20% e 35%, um forte aroma de
abacaxi foi percebido (Tabela 1). O aroma
detectado depende da concentragdo de glicose
adicionada ao meio de cultivo, indicando que
possivelmente este fator orienta o metabolismo do
fungo na sintese de diferentes compostos. Em
concentragdes mais elevadas de glicose a
intensidade do aroma foi comprometida (Figura
1). Isto tanto pode ocorrer devido & concentragéo
de glicose, a disponibilidade de nitrogénio ou a
diminuigdo da atividade de dgua que
provavelmente ocorre nestas condigdes.

Tabela 1: Avaliagdo sensorial do headspace dos
cultivos com diferentes adi¢des de glicose para C.
Jfimbriata cultivado em casca de café.

Glicose(%) | tmax*(dias) Intensidade
20 6 +++abacaxi
35 10 +++ frutal-abacaxi
46 8 + banana passa

Intensidade do aroma: fraca (+), forte (+++)
* tmax: tempo de maxima percepgiio do aroma.
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A Figura 1a mostra a evolugdo dos volateis totais
durante o periodo fermentativo. Parece mais
interessante a adicdo de menores concentragdes de
glicose ao substrato; contudo, percebe-se que o
fungo suporta concentragdes de glicose na ordem
de 46%.
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A Figuralb mostra a evolugdo dos volateis totais
medidos no headspace dos cultivos suplementados
com diferentes concentragdes de glicose.

Este estudo nédo € conclusivo, mas demonstra que
a intensidade de produgdo dos aromas e a
velocidade de produgfio dos mesmos varia com a
adigdo de glicose. Comparando o tempo
fermentativo deste microorganismo na casca de
café (Figura 1) com outros substratos
mencionados na literatura (3), por exemplo
bagago de mandioca e de magd — 5 e 4 dias
respectivamente. percebe-se que o fungo esta
melhor adaptado a casca de café. Apesar da
producdo no meio com 35% ser mais longa,
aquela do meio com 20% foi mais rapida.

Na Tabela 2. os pardmetros calculados a partir da
integragdo dos volateis estdo apresentados. O
modelo mostra-se adequado, visto que todos os

coeficientes R? sio superiores a 0,994, Mesmo
sem ter ‘sido completamente otimizado os
resultados da produgdo de voldteis totais em casca
de café foi superior aos valores mencionados na
literatura para outros residuos (farelo de trigo e
bagaco de mandioca 93 e 421 umol/L gMS.
respectivamente)(3).

Tabela 2: Adi¢do de glicose: constantes cinéticas
(modelo de Gompertz)

Glicose VTacum.* -1 tmax 2
(%) Kb (dias) R
w20 6.58 0,0123 5.2 0.997
35 5.39 0,0093 8.9 0.994
46 1.20 0.0045 7.1 0,997
*Voldteis  totais acumulados durante a

fermentagdo (mmol etanol eq./L gMS)
tmax: dias de maxima produgdo do aroma
K: velocidade de produgio



Produgdo de voliteis: efeito da adi¢do de
leucina, éleo de soja e solugio salina.

Este estudo foi feito com adi¢do de glicose de
35%. Os aromas detectados por olfatometria estdo
presentes na Tabela3.

Tabela 3: Avaliagdo sensorial do headspace dos
cultivos de C. fimbriata em casca de café (35%
glicose)adicionado de determinados compostos.

Substédncia |tmax*(dias)| Intensidade
SS 10 + banana
o 10 ++ banana
L 10 +++ banana

Intensidade do aroma: fraco (+). médio (++). forte
(+++) tmax: tempo de maxima percepgdo do aroma

SS : solugdo salina(2): O :10% de 6leo de soja(l); L
:10 mMol de leucina(2).

Em todos os casos um agradavel aroma de banana
foi notado. mais intenso quando o meio foi
adicionado de leucina. Os pardmetros calculados
pelo modelo de Gompertz (Tabela 4) indicam que
a adigfo de 6leo de soja a0 meio ndo melhorou a
produgiio total de volateis, que foi similar ao meio
controle. indicando que o fungo ndo assimila este
substrato para metabolismo primario, tampouco o
utiliza como precursor do metabolismo de metil-
cetonas como outros fungos (Penicillium
roquefortii, por exemplo). A adi¢do de solugdo
salina diminuiu drasticamente a produgdo dos
volateis, mas leucina atuou inversamente (Figura
2). Isto indica que o substrato ja possui suficiente
concentragdo de sais e que o fungo degrada a
leucina segundo a rota de Erlich a isoamil alcool,
o qual é entdo esterificado em isoamil acetato, o
qual é o maior componente de aromas de banana.

Tabela 4: Adi¢do de leucina, solugfo salina e 6leo
de soja: constante cinéticas segundo o modelo de

Gompertz.

Substan | VTacum. [ K (h™) tmax rR2

cia * (dias)
- 5.39 0.0093 8.9 0.994
0 5.7 0,0085 9.5 0.996
L 8.81 0.0098 9.4 0,997
SS 2.8 0.0067 12 0,996

O, L. e SS como para Tabela 3.

*Volateis Totais acumulados durante a

fermentagao (umol etanol eq./l. gMS)
tmax: tempo de méaxima produgao do aroma
K: velocidade de produgdo

Apds o tratamento da casca com vapor fluente
ocorreu uma diminuig@o na quantidade de sais na
ordem de 30% e, conforme observado
previamente, este tratamento aumenta a produgéo
de VT. Da mesma forma, a adigdo de uma solugéo
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salina ao residuo afetou a produgdo de VT. Este
estudo ndo permiteconcluir se este efeito ¢
negativo em relagdo ao crescimento ou
diretamente & produgdo de volateis.

Figura 2: Evolugdo dos VT medidos no headspace
dos cultivos com 35% de glicose (-, controle) e
suplementado com leucina (L), solugdo salina
(SS) e 6leo de soja (O).

A andlise por Cromatografia de Gases permitiu a
identificagdo de diversos compostos, como
indicado na Tabela 5, que apresenta os dados
integrados para cada composto presente no
headspace dos cultivos. A adigdo de leucina
aumenta a producdo de ésteres derivados do
metabolismo deste aminoacido. Todos os
compostos ja foram mencionados previamente por
outros autores (1.2,3).

Tabela 5: Total individual dos volateis medidos
no headspace dos cultivos de C. fimbriata (dados
integrados).

Compostos 20 |°35 35.0|35.L
Acetaldeido * 47 | 57 | 58 | 50
Etanol * 329 | 428 | 607 | 565
Isopropanol * 26 5 - 11
Etil acetato** 2078( 1833|1841 (2811
Etil isobutirato ** 11 10 7 15
Isobutil acetato ** 19 18 15 | 35
Etil butirato ** 9 3 1 21
Propil acetato ** 4 - - -
[soamil acetato ** 2 11 - 16
2- heptanona * - - - 3
2-octanona * 52 | 67 3 30
Etil 3 hexenoato ** | - - - 3

R

(9]

20: 20% glicose: 335: 35% glicose (controle): 3
com leucina;

35.0: com o6leo dc soja.

* expresso em equivalente de etanol umol / L gMS :

** expresso cm equivalente de etil acetalo umol / L
gMS.

CONSIDERACOES FINAIS

O residuo de casca de café tratada com vapor
fluente é um substrato adequado a produgdo de
aromas por C. fimbriata. A adi¢do de glicose é
necessdria 4 esta proposta e a concentragdo
adequada compreende-se entre 20% e 35%. A
adigdo de leucina aumentou em 58% a produgdo
de VT. Comparando os resultados com outros da
literatura percebe-se que a produgéo total foi duas
vezes superior aos melhores resultados obtidos
com baga¢o de mandioca, senso que este havia
sido adicionado de solu¢do de leucina 15 vezes
mais concentrada (3). Contudo, os compostos
identificados foram os mesmos em ambos
trabalhos.
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