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RESUMO: A biotecnologia visa aplicar tecnologia em sistemas biolégicos para fabricar, otimizar,
modificar produtos ou processos para utilizacdo especifica, dentre elas a producao de bioaromas os quais
sdo considerados naturais quando produzidos por microrganismos. Ademais a utilizacdo de residuos
agroindustriais como substrato torna-se uma estratégia, pois além de ser capaz de fornecer os nutrientes
tem um baixo valor, reduzindo o custo da etapa fermentativa. Aliado a esses fatores, a otimizagdo do
processo fermentativo, destaca-se por apontar a melhor condicéo, sendo esta informagdo muito util em
termos de economia de processo. Assim 0 presente estudo visou otimizar a producdo do hexanoato de
etila, um éster com forte aroma frutal muito utilizado na industria alimenticia, pelo fungo Neurospora
sitophila n® CTT 5055, a partir da variacéo de temperatura (25°C e 30°C) e agitac&o (0, 100 e 200rpm),
combinadas entre si, utilizando 5% m/v de bagaco de cana-de-agicar em 24 horas de fermentacdo. Cada
amostra foi extraida com éter dietilico e analisada em um cromatografo gasoso. Em todos os tratamentos,
foi detectado o bioaroma de interesse, observando-se a maior producdo nas condigdes de 30°C sob
agitacdo de 100rpm, cuja concentracdo foi de 4,77 mg / L de hexanoato de etila.

PALAVRAS-CHAVE: aroma; hexanoato de etila; residuos agroindustriais.
Optimization of bioaroma production from sugarcane bagasse

ABSTRACT: Biotechnology aims to apply technology in biological systems to manufacture, optimize,
modify products or processes for specific use, including the production of bioflavors which are
considered as natural when produced by microorganisms. Furthermore, the use of agro-industry residues
as substrate becomes a strategy because, in addition to being able to supply nutrients, it has a low value,
reducing the cost of the fermentation stage. The optimization of the fermentation process stands out for
pointing out the best condition, and this information is very useful in terms of process economy. Thus,
the present study aimed to optimize the production of ethyl hexanoate by the fungus Neurospora
sitophila n° CTT 5055, from the variation of temperature (25°C and 30°C) and agitation (0, 100 and
200rpm), combined between each other, using 5% m/v of sugarcane bagasse in 24 hours of fermentation.
Each sample was extracted with diethyl ether and analyzed by gas chromatograph. In all treatments, the
bioaroma of interest was detected, with the highest production being observed under conditions of 30°C
under 100 rpm agitation, whose value was at 4.77 mg / L of ethyl hexanoate.
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INTRODUCAO

O Brasil €, atualmente, o quarto maior mercado para produtos saudaveis. A indistria de aromas
naturais ocupa uma parcela significativa do mercado de ingredientes naturais (Aditivos Ingredientes,
2019). Assim, o uso de microrganismos se mostra uma boa alternativa para producdo natural de aromas,
utilizando-se de processos biotecnolégicos (Bergamo e Ninow, 2010). Ademais destaca-se 0
metabolismo dos fungos, capazes de utilizar uma gama de substratos para sua nutri¢do, (Tortora et al.,
2010; Virgilio, 2012), dentre os quais pode-se citar 0 bagago de cana-de-agucar.

Dentre os microrganismos capazes de sintetizar aromas, destaca-se o fungo do género
Neurospora, capaz de produzir o0 hexanoato de etila, éster que apresenta um forte aroma frutal (Carvalho,
2011; Carvalho et al., 2012), podendo ser utilizado em muitos produtos alimenticios.

A producdo de compostos de interesse, deve ser otimizada, de tal forma que os custos
relacionados a sua producao e purificagdo possam permitir a sua comercializacdo. Diversas ferramentas
podem colaborar com processos mais competitivos, citando-se a otimizag¢éo do processo fermentativo,
a utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato, para minimizagao dos custos em contrapartida
aos meios de cultura sintéticos, bem como a selecdo de novas linhagens produtoras e o seu estudo de
melhoramento genético, com base na engenharia genética (CARVALHO, 2011).

Crescitelli et al. (2020) utilizou de diferentes concentragdes de bagaco de cana-de-agUcar
mantidos sob a agitacdo de 200 rpm a 30°C, em seu estudo, onde relata a producdo do hexanoato de
etila, por Neurospora sp.. Assim o presente projeto objetivou avaliar quais as melhores condigdes de
temperatura e agitacdo para a producdo do bioaroma frutal por Neurospora sitophila n® CTT 5055,
utilizando o bagago como meio em 24 horas de fermentacéo.

MATERIAL E METODOS

O bagago de cana-de-agucar usado no presente estudo foi doado por empresas locais. Os meios
de cultura utilizados foram extrato de malte (Kasvi), extrato de levedura, peptona, glicose e PDA
(Himedia). Ja os regentes utilizados foram o padréo de hexanoato de etila e 2-heptanol (Sigma-Aldrich)
e solvente éter dietilico padrdo cromatografico (Merck), além do cloreto de sédio (Synth).

A linhagem de Neurospora sitophila n® CCT 5055 (referéncia ATCC 46892) foi adquirida na
Fundacdo André Tosello, sendo mantida em meio PDA (potato dextrose Agar) com a adi¢do de dleo
mineral (Unido Quimica), sob refrigeracéo.

A linhagem de Neurospora sitophila foi repicada em tubos contendo PDA sendo mantidos em
estufa microbiol6gica por 72 horas a 30°C, apo6s este periodo foram acrescidos de 10 mL de agua estéril,
raspados e transferidos para 50 mL de meio liquido Yeast Malt Broth —YM (composto de 0,5% de
peptona, 1% de glicose, 0,3% de extrato de malte e 0,3% de extrato de levedura) e acondicionados em
shaker de bancada sob condigdes 200 rpm e 30 °C por 24 horas. A biomassa passou por um sistema de
filtracdo a vacuo e foi lavada com agua estéril. Um grama da biomassa de Neurospora sitophila foi
adicionado a um erlenmyer contendo 100 ml de meio composto por 5% m/v de bagaco de cana-de-
acucar. As fermentagBes ocorreram em 24 horas e foram conduzidas sob diferentes condicbes de
temperatura e agitacdo sendo T1: temperatura de 30°C sob agitacdo de 200 rpm; T2: 30°C sem agitacdo;
T3: 30°C sob agitacdo de 100 rpm; T4: de 25°C sem agitacdo; T5: de 25°C sob agitacdo de 100 rpm e
T6: 25°C sob agitacdo de 200 rpm.

Para a extracdo do analito de interesse, 5 mL do meio fermentado foram transferidos para tubo
de ensaio e acrescidos com 0,1 g de NaCl, agitando-os em vortex por 10 segundos, subsequente foi
adicionado 1 mL de éter etilico contendo 0,003% v/v de 2-heptanol, agitando novamente em vortex por
30 segundos e realizando a extracdo com o auxilio de uma pipeta de Pasteur para um vial de 1,5 ml
contendo 0,1 g de NaCl. Um microlitro da amostra obtida foi injetado através de um injetor split/splitless
a uma temperatura de 250°C, no modo splitless no cromatégrafo gasoso (Thermo Scientific). Foi
utilizada a coluna capilar de silica fundida DA-5 de 60 m x 0,25 mm de didmetro interno ¢ 0,50 pm de
espessura de fase estacionaria e gas Hélio como gés de arraste, a uma vazéo constante de 1,0 mL.min™,
A programacdo de temperatura do forno foi iniciada a 50°C, permanecendo nesta temperatura por 1
minuto, em seguida acresceu-se uma rampa de 10°C.min* até atingir 150°C, permanecendo durante 1
minuto e, posteriormente, uma rampa de 20°C.min* até 200°C, na qual foi mantida por 3 minutos. A
temperatura do detector foi de 250°C.
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Como critérios para avaliar se o pico alvo obtido nas amostras fermentadas era do bioaroma de
interesse comparou-se o tempo de retencdo (TR) das amostras com o TR obtido com o padréo analitico
do hexanoato de etila, além do uso de fortificacdo das amostras fermentadas com um microlitro de uma
solugdo com concentracdo de 10 mg/L de hexanoato de etila.

Para a quantificacdo do analito de interesse foi construida uma curva de calibracdo com 8
concentracdes de hexanoato de etila, sendo elas 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg/L obtidas a partir de
uma solugdo de 500 mg/L com 0,003% de 2-heptanol, utilizado como padréo interno. Dispondo da
equacdo da reta obtida a partir da curva analitica pode-se calcular a concentracdo do analito nas
amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O género Neurospora tem crescimento vegetativo em temperatura étima de 30 a 35°C, embora
possa crescer de 42°C a 45°C. A morfologia das coldnias de Neurospora sp. é semelhante a algodéo,
veludo ou pulverulenta, apresentando geralmente coloragao rosada ou alaranjada devido a producdo de
pigmentos carotendides (Costa, 1999), conforme pode ser observado na Figura 1.

FIGURA 1. Neurospora sitophila n® CTT 5055 repicadas em tubos de ensaio (a) recém inoculado (b)
72 horas de incubac&o e (C) 168 horas de crescimento.

A nutricdo da maioria dos fungos da-se por absorcdo, eles se utilizam de processos, no qual
enzimas (exoenzimas) hidrolisam macromoléculas, quando necessario, tornando-as assimilaveis através
de mecanismos de transporte. Dessa forma, sdo capazes de incorporar moléculas pequenas que utilizam
como fonte de nutriente e energia para seu crescimento (Gompertz et al., 2015). Esta capacidade de
secretar enzimas extracelulares, associado a sua particular forma de crescimento filamentoso, possibilita
gue linhagens de Neurospora sp. sejam organismos com uma grande capacidade de aproveitamento de
uma gama de substratos (Galvagno e Forchiassin, 2010). Entdo ao considerar os fatos expostos acima o
bagaco de cana-de-agUcar € possivel de ser utilizado como substrato de fungos filamentosos como a
Neurospora sitophila n® CTT 5055, sendo favoravel para o seu crescimento, reproducéo e producgéo de
compostos de interesse.

A producdo de ésteres em fungos filamentosos se da por duas vias pela alcodlise de compostos
acil-CoA, ou pelo processo de esterificagdo de acidos e alcodis como mecanismo de remocéo desses
compostos do meio (CARVALHO et al, 2012).

A partir das analises realizadas, observa-se que houve a producdo de hexanoato de etila
utilizando-se de Neurospora sitophila, demonstrado na Figura de 2 com 0 pico de interesse esta
destacado com uma seta. Como critérios de confirmagdo de que o pico de interesse era 0 bioaroma
estudado, o tempo de retencdo do pico alvo foi comparado com o padrdo do hexanoato de etila, o qual
foi de 13,5 minutos e observou-se 0 aumento do pico apo6s a fortificagdo das amostras conforme pode
ser observado na Figura 3.
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FIGURA 2. Cromatograma gerado da amostra fermentada a 30°C a 100rpm.

FIGURA 3. Cromatograma gerado da amostra fermentada, 30°C a 100rpm, ap6s a fortificacao.

Tratamento Concentracéo de
hexanoato de etila

(MGIL)
T1 2,44 +0,002
T2 0,04+0,001
T3 4,770,038
T4 1,27+0,0002
TS5 1,50+ 0,008
T6 3,56 0,024

TABELA 1. Produgdo de hexanoato de etila em 24 horas de fermentagdo nos diferentes tratamentos.

Observa-se na Tabela 1, que houve producdo de hexanoato de etila em todos os tratamentos
sendo que a maior producdo do hexanoato de etila ocorreu no tratamento T3, obtendo uma produgéo de
4,77 mg/L de hexanoato de etila. Dessa forma, o processo se mostra factivel. Ademais se destaca que
até o presente momento, ndao ha registros de dados quantitativos da producdo deste bioroma por
Neurospora sp, na literatura.

CONCLUSOES
Conclui-se assim que o uso do bagaco de cana-de-acgUcar utilizando 100 rpm de agitacdo a 30°C
foi o melhor para a producdo hexanoato de etila em 24 horas.
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