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RESUMO: O presente estudo testou o uso combinado de residuos agroindustriais visando a producao
do hexanoato de etila por Neurospora sitophila n® CTT 5055. Um grama da biomassa gerada, na etapa
do pré-inéculo, foi adicionado ao meio com concentracdo de 10% m/v de residuos agroindustriais em
agua destilada em diferentes propor¢des, sendo o tratamento 1- 1:1:1; de bagaco-de-cana, bagaco de
malte e casca de banana respectivamente. Apds a inoculagdo, os erlenmeyers foram incubados em shaker
de bancada a 200 rpm e 30°C, sendo coletadas as amostras a cada 24 horas até completar 72 horas de
fermentacdo. O experimento foi registrado através de um cromatograma gerado por um cromatégrafo
gasoso acoplado a um detector de ionizacdo em chama (CG-DIC). A comparacgéo do tempo de retencao,
bem como a comparacdo do espectro de massas das amostras foram utilizadas como parametros de
confirmacdo do pico alvo. Em todas as amostras houve a producdo do biocaroma de interesse,
observando-se a maior producdo. Observando-se a maior producdo no tempo de 48 horas, produzindo

2,34 mg/L do bioaroma frutal.

PALAVRAS-CHAVE: Neurospora sitophila; Bagaco de cana-de-agucar; Bagaco de malte; Casca de

banana; Hexanoato de etila.

EVALUATION OF THE COMBINED USE OF AGRO-INDUSTRIAL WASTES AS A
CULTURE MEDIUM FOR THE PRODUCTION OF FRUCTAL BIOAROMA.

ABSTRACT: This study tested the combined use of agro-industrial waste for the production of ethyl
hexanoate by Neurospora sitophila n° CTT 5055. One gram of the biomass generated in the pre-

inoculum stage was added to a medium with a concentration of 10% m/v of agro-industrial waste in
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distilled water in different proportions, the treatment being 1:1:1; cane bagasse, malt bagasse and banana
peel respectively. After inoculation, the erlenmeyer flasks were incubated in a bench shaker at 200 rpm
and 30°C. Samples were taken every 24 hours until 72 hours of fermentation were completed. The
experiment was recorded using a chromatogram generated by a gas chromatograph coupled to a flame
ionization detector (GC-FID). Comparison of the retention time and the mass spectrum of the samples
were used as parameters to confirm the target peak. All the samples produced the bioaroma of interest,
with the highest production observed. The highest production was observed at 48 hours, producing 2.34
mg/L of the fruity bioaroma.

KEYWORDS: Neurospora sitophila; Sugarcane bagasse; Malt bagasse; Banana peel; Ethyl hexanoate.

INTRODUCAO
A realizacdo da producdo de aromas pode ser por meio da producgdo biotecnolégica, a qual

ocorre em condigBes brandas, utilizando-se de microrganismos, atraindo consumidores que buscam
por produtos naturais e saudaveis, colaborando com o meio ambiente. Além disso, pode-se incluir a
possibilidade de utilizar residuos agroindustriais no processo, seja para contribuir no crescimento de
biomassa ou até mesmo como substrato no processo fermentativo (Carvalho, 2011; Nnolim; Okoh;
Nwaodo, 2020).

O Brasil por ser um pais agricola é uma 6tima fonte de diferentes residuos que podem ter valor
agregado. Neste contexto, o uso de substratos advindos de residuos agroindustriais torna-se atrativo pela
reducdo de custo no processo biotecnoldgico aliado a reducdo de impacto ambiental. Por esses motivos,
a aplicacdo de residuos agroindustriais em bioprocessos tem sido considerada uma boa alternativa para
novos substratos, além de ajudar na reducdo do impacto ambiental (Prakash, 2018).

O género Neurospora, pertencente a um grupo de fungos filamentosos, é relatado como produtor
de hexanoato de etila, um éster caracterizado por possuir intenso aroma frutal amplamente utilizado na
industria de alimentos (Carvalho, 2011).

O hexanoato de etila, é um éster com formula molecular CH3(CH2).COOCH,CHjs, caracteriza-se
por ser um liquido incolor com ponto de ebulicdo a 168°C e forte aroma frutal, com descritores sensoriais
de abacaxi, maga, morango, banana, butia, péra, péssego, floral, vinho e conhaque. (Carvalho et al.,
2012).

Portanto o objetivo desse trabalho foi produzir e avaliar o melhor tempo de producdo de

hexanoato de etila em 120 horas.

MATERIAL E METODOS
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Foram utilizados glicose, peptona, extrato de malte, extrato de levedura, PDA, éter de etilico,
hexanoato de etila e 2-heptanol.

A Neurospora sitophila n° CCT 5055 foi obtida da Fundagdo Andre Tosello e para a producao
do aroma foi utilizado o bagaco de cana-de-agucar, bagaco de malte e casca de banana combinados, que
foram doados e mantidos em refrigeracéo, durante a realizagdo do trabalho.

A linhagem de Neurospora sitophila foi repicada em 4 tubos contendo PDA (Potato Dextrose
Agar) por 72 horas, ap6s foram acrescidos de 10 mL de &gua estéril, raspados e transferidos para
Erlenmeyer contendo 50 mL de meio liquido 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
condicOes 200 rpm e 30 °C por 24 horas. A biomassa gerada foi recolhida através de um sistema de
filtracdo a vacuo em condicdes estéreis.

Um grama da linhagem de Neurospora foi adicionado ao meio com a combinag&o de residuos
agroindustriais sendo eles: bagaco de cana-de-agucar, bagaco de malte e casca de banana na proporg¢édo
1:1:1, exceto no branco.

Apbs os erlenmeyers foram incubados em shaker de bancada, a 200 rpm e 30°C. As amostras
foram coletadas a cada 24 horas por um periodo de fermentacdo de 120 horas e congeladas para posterior
analise. Foram realizados um branco e 8 repeti¢cdes da combinacgao dos residuos.

Para a extracao do analito de interesse, 5 mL do meio fermentado foram transferidos para tubo
de ensaio e adicionados com 0,1 g de NaCl, agitando-se em vértex por 10 segundos, sendo em seguida,
adicionado 1 mL de éter etilico contendo 0,003% v/v de 2-heptanol (padrdo interno), agitando
novamente em vortex por 30 segundos e realizando-se a extracdo com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
para um vial de 1,5 ml contendo 0,1 g de NacCl.

Cada experimento foi registrado através de um cromatograma, gerado por um cromatédgrafo
gasoso (Thermo Scientific) acoplado a um detector de ionizacdo em chama (CG-DIC). Um microlitro
do extrato obtido foi injetado através de um injetor split/splitless a uma temperatura de 250°C, no modo
splitless. Uma coluna capilar de silica fundida TR-5 de 60 m x 0,25 mm de diametro interno e 0,5 um
de espessura de fase estacionaria foi utilizada para separar os componentes volateis. Gas Hélio foi
utilizado como gas de arraste, a uma vazao constante de 1,0 mL.min™. A programacéo de temperatura
do forno do cromatdgrafo gasoso foi iniciada a 50°C, permanecendo nesta temperatura por 1 minuto,
em sequida foi adicionada 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, a qual foi mantida por 3 minutos. A temperatura
do detector foi de 250°C.

Como paréametros de identificacdo foram utilizados a comparacgdo com o tempo de retencéo do
pico alvo com o do padrdo analitico do hexanoato de etila bem como a comparacdo do espectro de

massas da amostra.
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Cada amostra gque apresentou no cromatograma, um pico com tempo de retencéo idéntico ao do
padrédo de hexanoato de etila foi analisado num espectrOmetro de massas para a confirmacdo da
identidade do analito. Cada analise foi registrada em um sistema cromatédgrafo gasoso acoplado em um
espectrometro de massas (Thermo Scientific). A temperatura da interface CG-EM sera 250°C e a energia
de impacto de +70eV com modo scan com faixa de razdo massa/carga de 35 a 350.

Os resultados obtidos passaram por analises, obtendo-se a média, o desvio padrdo e o coeficiente

de variacéo o tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de hexanoato de etila nos residuos agroindustriais acontece uma vez que a
Neurospora, tem a capacidade de secretar enzimas extracelulares, utilizando os compostos presentes
nos residuos de bagaco de malte, o qual possui: maltose, celulose, hemicelulose, vitaminas,
aminoacidos, lipidios, fésforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, ferro, cobre, boro, manganés, zinco,
amoniaco e carbono organico (Carvalho, 2011), no bagaco de cana de agucar que consiste basicamente
de celulose, hemicelulose e lignina (Rodrigues et al., 1993) e na casca de banana que a apresenta

compostos fendlicos, fibras, proteinas e minerais (Carvalho, 2015).

Todas as amostras extraidas passaram por um cromatoégrafo gasoso e mostraram que continham
o analito de interesse. E possivel observar na figura 1 o exemplo de um cromatograma obtido de uma

amostra do tratamento, onde o pico do hexanoato de etila esta presente.

Figura 1: Cromatograma do tratamento ap6s 48 horas.

Fonte: Autoria propria.
A identificacdo do hexanoato de etila foi feita por meio do espectro de massa e indice de retencao
acordados com padrdo e comparando os espectros com bibliotecas de bancos de dados espectrais de

massa de Adams (2007) e NIST8, com similaridades superiores a 97%.
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Figura 2: Cromatograma e espectro de massas obtido nas amostras com 48 horas de fermentacéo.
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Fonte: Autoria propria.

Foi produzido diferentes quantidades de hexanoato de etila conforme pode ser observado na

figura 3, sendo que a maior producdo foi com o tempo de 48 horas de fermentacdo, produzindo 2,34

mg/L do bioaroma frutal.

Figura 3: Producdo do hexanoato de etila obida durante 120 horas de fermentacdo a 30°C e 200rpm

com o uso combinado dos residuos.
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Fonte: Autoria propria.

CONCLUSOES

Conclui-se que a producédo de hexanoato de etila ocorreu a partir das 24 horas tendo seu apice

com 48 horas com a combinacdo do bagago de cana-de-agucar, bagago de malte e casca de banana na

proporgédo 1:1:1 a uma temperatura de 30°C sob agitacdo de 200 rpm,
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