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RESUMO

As pectinases foram algumas das primeiras enzimas a serem utilizadas
comercialmente nas preparagdes de vinhos e sucos de frutas na década de 1930 e seu uso
tem aumentado consideravelmente, especialmente nas industrias de alimentos, bebidas e
vinhos, téxtil e de papel e celulose. Atualmente essas enzimas correspondem a cerca de
20% do mercado mundial de enzimas e sdo produzidas naturalmente por plantas, fungos,
leveduras e bactérias. Estes microrganismos podem ser inoculados em meios contendo
residuos provenientes do processamento de produtos agricolas, utilizados como fonte de
carbono para a producdo de compostos de maior valor agregado, como etanol, proteinas,
enzimas, aminoacidos e compostos de aroma.

O aroma ¢ o resultado de misturas de compostos quimicos de véarios grupos
funcionais, como alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, lactonas e ésteres e pode determinar a
qualidade de um alimento, levando o consumidor a aceitagdo ou a rejei¢do de um produto.
Sua produgdo por processos biotecnologicos tem grande importancia devido ao aumento da
preferéncia do consumidor por aditivos alimentares naturais ou por compostos de origem
bioldgica.

Virios microrganismos isolados de café e de materiais relacionados com café, como
casca de café, folhas de pé de café, terra de cafezal, 4gua de lavagem de café, foram
selecionados quanto a produgdo de enzimas pectinoliticas pelo método da placa, através de
zonas claras de degradagdo de pectina ao redor da coldnia.

Os 18 microrganismos pectinoliticos selecionados, das 104 linhagens testadas,
foram inoculados em meio liquido contendo pectina como fonte de carbono e fermentados

a 30°C, 100 rpm por um periodo de até 96 horas, para a determinagdo de atividade



pectinolitica de poligalacturonase (PG) e de pectina liase (PMGL). Também foram
inoculados em meio frutose e extrato de levedura e fermentados a 25°C, 100 rpm por 72
horas para verificar a capacidade de produgdo de aromas de frutas.

As linhagens 2, 9, 20, 39, 70, 74 e 99 apresentaram unidades de atividade de PG
superiores a 80 umol de acido galacturénico/mL de extrato bruto enzimatico/minuto e os
microrganismos 17, 18, 31, 37, 73, 74 e 125 apresentaram unidades de atividade de PMGL
superiores a 1000 nmol de produtos insaturados/mL de extrato bruto enzimatico/minuto.

Quanto a producao de aromas frutais, os microrganismos 13, 70, 73, 74, 125 ¢ 144
apresentaram os melhores descritores e as maiores intensidades de aromas percebidos
segundo um painel ndo treinado de provadores.

De acordo com a capacidade de produgdo de pectinases e de produgdo de aromas
frutais, as linhagens 70, 73, 74 e¢ 144 foram selecionadas para fermentacdo em meio
contendo casca de café seco ¢ bagaco de uva como residuos agroindustriais, pois foram
capazes de produzir aromas a partir da degradagdo da pectina constituinte do residuo,
apresentando os melhores descritores e as maiores intensidades de aromas.

Em ambos os meios de cultura, os compostos volateis formados apresentaram
descri¢des como frutal, doce, floral, fermento, acido, solvente. Foram separados e
identificados por cromatografia gasosa e espectrometria de massas como acetona, acetato
de etila, etanol, isobutanol, alcool isopentilico (alcool amilico), acetoina (2-butanona-3-
hidroxi), acido acético, acido isobutirico, acido butirico, acido 2-metil butandico, alcool
benzilico e 2-feniletanol produzidos em diferentes combinagdes e em diferentes
concentragdes pelos quatro microrganismos selecionados, durante as 120 horas de

fermentagao.



ABSTRACT

Pectinases were some of the first enzymes used in commercial applications of wines
and fruit juices since 1930 and their use has increased considerably, specially in food,
brewery and wine, textile, pulp and paper industries. Today, these enzymes account for
approximately 20% of the world enzyme market. Plants, fungi, yeasts, and bacteria
naturally produce these enzymes. These microorganisms can be inoculated in a medium
containing agro-industrial residues from processing agricultural products, used as carbon
source for the production of value-added products such as ethanol, enzymes, proteins,
amino acids and flavor compounds.

Flavor is the result of combination of chemical compounds and several functional
groups such as alcohols, acids, aldehydes, ketones, lactones and esters. It can determine the
quality of food and lead to consumer acceptance or rejection of a product. The flavor
compounds synthesis by biotechnological processes play an important role due to an
increasing consumer preference natural food additives and other compounds from
biological origin.

Several microorganisms isolated from coffee seeds and leaves, soil taken from
plantations and waste water from the coffee seeds washing process due to their capacity to
produce pectinolytic enzymes in clear halos around colonies by plate assay.

From 104 strains 18 strains were inoculated in medium containing pectin as carbon
source and were fermented at 30°C and 100 rpm for 96 hours to determine pectinolytic
activity of polygalacturonase (PG) and pectin lyase (PMGL). These microorganisms were
inoculated in medium containing fructose and yeast extract and were fermented at 25°C and

100 rpm to verify the capacity of flavor compound production.



The strains 2, 9, 20, 39, 70, 74, and 99 showed activity units of PG higher than 80
umol galacturonic acid/mL/minute and strains 17, 18, 31, 37, 73, 74 and 125 showed
activity units of PMGL higher than 1000 nmol unsatured products/mL/minute. The
microorganisms 13, 70, 73, 74, 125 and 144 showed good descriptors of flavor perceived
and the most intensities of flavor according non trained painel listing. The microorganisms
70, 73, 74, and 144 were selected to perform fermentation in medium containing coffee
husk and grape bagasse at 25°C and 100 rpm for 120 hours, because these microorganisms
are able to produce flavor by pectin degradation.

In the both media, the flavor compounds showed descriptors as frutal, sweet, floral,
ferment, acid and solvent. The compounds were separated and identified by gas
chromatography and mass spectrometry. Acetone, ethyl acetate, ethanol, isobutanol,
isopentyl alcohol (amyl alcohol), acetoin (3-hydroxi-2-butanone), acetic acid, isobutyric
acid, butyric acid, 2-methyl-butanoic acid, benzyl alcohol and 2-phenyl ethanol were

produced in different combinations and different concentrations by the 4 microorganisms.



1. INTRODUCAO

1.1. SUBSTANCIAS PECTICAS

Substancias pécticas sdo macromoléculas glicosidicas de alto peso molecular que
formam o maior componente da lamela média das paredes primdrias de células de vegetais
superiores (Alkorta et al., 1998). Quimicamente sdo um complexo coloidal de
polissacarideos acidos, composto de residuos de acido galacturonico unidos por ligagdes a-
1,4, parcialmente esterificados por grupos metil (Villarifio et al., 1993; Limberg et al.,
2000b; Kashyap et al., 2001) e parcial ou completamente neutralizadas por uma ou mais
bases (ions sédio, potassio ou amonio) (McCready, 1970; Sakai et al., 1993; Kashyap et al.,
2001).

As substancias pécticas sdo insoliiveis em muitos solventes organicos. Sao soluveis
em agua, dimetilsulfoxido, formamida e glicerol (quente). A solubilidade em 4dgua diminui
com o aumento do grau de polimerizagdo ¢ muitas vezes é procedida por um lento
intumescimento. Solugdes aquosas de 1 a 2% (p/v) tem viscosidade relativamente alta,
proporcional a massa molecular e também ¢ influenciada pelo grau de esterificagdo, forga
ionica, pH e temperatura. Em solucdes alcalinas, a baixas temperaturas ocorre
saponificacdo dos grupos metil éster e, a altas temperaturas ocorre despolimerizagdo do
polissacarideo (Sakai et al., 1993).

A Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society) classificou as
substancias pécticas em: protopectina, acido pectinico, acido péctico e pectina, sendo estes
trés ultimos total ou parcialmente soltiveis em agua (Alkorta et al., 1998; Kashyap et al.,

2001).



Protopectina ¢ insoluvel em agua, ¢ a forma nativa unida com outros constituintes
das células vegetais (Whitaker, 1994) e em condigdes de hidrdlise restrita produzem acidos
pectinicos ou pectina (McCready, 1970; Maiorano, 1990; Sakai et al., 1993; Kashyap et al.,
2001). Acido péctico ¢ uma designacdo aplicada a substincias pécticas compostas de 4cido
poligalacturénico coloidal (Sakai et al., 1993; Kashyap et al., 2001) onde os grupos
carboxilas estdo essencialmente livres de grupos metil éster (Sakai et al., 1993; Whitaker,
1994; Kashyap et al., 2001) e seus sais sdo pectatos neutros ou acidos (McCready, 1970;
Maiorano, 1990). Acido pectinico ¢ um grupo de compostos contendo &cido
poligalacturdnico coloidal com poucos grupos metil éster (McCready, 1970; Sakai et al.,
1993; Whitaker, 1994) e em condi¢des adequadas sdo capazes de formar géis com agucares
e acidos e, se o conteido de metoxilas for apropriadamente baixo, com certos ions. Seus
sais sdo pectinatos normais ou acidos (McCready, 1970).

O termo geral pectina (figura 1.1) designa acidos pectinicos soluveis em agua, com
grau variavel de grupos metil éster e um grau de neutralizacdo capaz de formar gel com
acucares e acidos em condi¢des adequadas (Sakai et al., 1993). Consiste em uma estrutura
de ligagdes axiais de unidades de acido a-1,4-D-galacturonico e contém moléculas de L-
ramnose, arabinose, galactose e xilose como correntes laterais (Alkorta et al.,1998; Lang &
Dornenburg, 2000) e os grupos carboxila do 4acido galacturonico sdo parcialmente
esterificados por grupos metil (Alkorta et al., 1998).

A forma nativa da pectina est4 localizada nas paredes celulares dos vegetais e pode
estar interligada com outros polissacarideos estruturais e proteinas para formar as

protopectinas insoluveis (Kashyap et al., 2001).
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FIGURA 1.1. Estrutura de uma molécula de pectina. Nao estdo incluidos residuos de

galactose, arabinose e xilose (Alkorta et al., 1998).

1.2. ENZIMAS PECTINOLITICAS

As pectinases foram uma das primeiras enzimas a serem utilizadas comercialmente
nas preparacdes de vinhos e sucos de frutas ao redor de 1930 (Bhat, 2000; Kashyap et al.,
2001). Durante as duas ultimas décadas, o uso de celulases, hemicelulases e pectinases tém
aumentado consideravelmente, especialmente nas industrias de alimentos, bebidas e vinhos,
téxtil e de papel e celulose (Bhat, 2000). Entretanto, uma enzima torna-se de valor
comercial somente se houver demanda ou possuir propriedades que atendam aos
requerimentos técnicos € econdmicos do processo em escala industrial (Bravo et al., 2000).

As substancias pécticas podem ser degradadas por enzimas pectinoliticas,
produzidas em diferentes combinagdes pelas plantas e por microrganismos como fungos,
leveduras e bactérias (Sakai et al., 1993; Gainvors et al., 1994), muito utilizadas nas
industrias de sucos de frutas, vegetais e vinhos, para melhorar a extragdo de 6leos e no
tratamento e degomagem de fibras da industria téxtil (Taragano & Pilosof, 1999; Zeng &
Shetty, 2000; Blandino et al., 2001; Lima et al., 2002).

A combinagdo de pectinases, celulases e hemicelulases, chamadas coletivamente de

enzimas de maceragdo, sdo usadas na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas e vegetais
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para aumentar o rendimento e melhorar o processamento sem o aumento de custos. Sao
empregadas em duas etapas: (1) apds corte, para macerar a polpa até a liquefacao parcial ou
total da fruta para aumentar o rendimento, diminuir o tempo de processamento ¢ melhorar a
extracdo dos componentes da fruta e (2) apds a extracdo, pectinases sao aplicadas para
clarificagdo, diminuir a viscosidade para posterior concentracao e filtragdo e estabilidade do
produto final (Bhat, 2000; Bravo et al., 2000).

Outras aplicagdes de pectinases incluem: redu¢ao de amargor excessivo em cascas
de citrus, restaurar o aroma perdido durante secagem e¢ melhorar a firmeza de péssego e
picles processados (Bhat, 2000).

A habilidade para sintetizar enzimas pectinoliticas ¢ muito comum entre os grupos
de microrganismos e sao preferidos em escala industrial, pois cerca de 90% das enzimas
produzidas podem ser secretadas no meio de cultura (Blandino et al., 2001; Bravo et al.,
2000). Uma grande variedade de bactérias (B. polimyxa, Erwinia ssp, E. carotovora, Ps.
syringae), leveduras (KI. fragilis, Kl. marxianus) e de fungos (Aspergillus niger,
Trichoderma lignorum, T. risei, T. harzianum, T. longibranchiatum, T. viride) sao
conhecidos como bons produtores de enzimas pectinoliticas (De Gregorio et al., 2002). A
sintese destas enzimas sofre a influéncia dos componentes do meio de crescimento,
particularmente da fonte de carbono (tipo e concentracdo), pela presenga de indutores
(pectina e derivados) (Blandino et al., 2001), pH e temperatura de cultivo (Bravo et al.,
2000). Substratos tipicos sdo residuos agroindustriais como cascas de frutas citricas, bagaco
de beterraba doce e extratos de farelo de trigo (Blandino et al., 2001) que podem ser

aproveitados desde que se escolha o microrganismo apropriado ou adaptado para a

finalidade desejada (Bravo et al., 2000).



A classificacdo das enzimas pécticas estd baseada no ataque ao esqueleto
galacturénico (Alkorta et al., 1998), pela preferéncia de substrato (pectina, acido péctico ou
protopectina), a¢do por transeliminagdo ou hidrélise e por clivagem randomica
(endoenzima ou despolimerizante) ou terminal (exoenzima) (Sakai et al., 1993; Zeng &
Shetty, 2000; Kashyap et al., 2001).

Existem basicamente trés tipos de pectinases (figura 1.2): pectina esterase
(desesterificante ou desmetoxilante) que remove os grupos metil éster, as
despolimerizantes que incluem as enzimas hidroliticas e as liases ¢ as protopectinases que
solubilizam protopectina para formar pectina (Sakai et al., 1993). Estas enzimas foram
classificadas e nomeadas de acordo com a Enzyme Comission (EC), segundo as

recomendacdes da [UPAC-IUB (tabela 1.1.).

TABELA 1.1. Classificagdo das enzimas pécticas.

Tipo de pectinase Nome sugerido pela EC Sigla Nome comum NuFr:nCe ro
desesterificante  polimetilgalacturonase esterase PMGE pectina esterase  3.1.1.11
o endo poligalacturonase endo-PG  poligalacturonase 3.2.1.15
Q 2] exo poligalacturonase 1 exo-PG 1  poligalacturonase 3.2.1.67
§ ° exo poligalacturonase 2 exo-PG2  poligalacturonase 3.2.1.82
5 E endo polimetilgalacturonase =~ endo-PMG  pectina hidrolase
E exo polimetilgalacturonase ex0-PMG  pectina hidrolase
g endo poligalacturonase liase endo-PGL pectato liase 4222
8 2 exo poligalacturonase liase exo-PGL pectato liase 4229
A = endo polimetilgalacturonato liase endo-PMGL  pectina liase 4.2.2.10
exo polimetilgalacturonato liase exo-PMGL pectina liase

Pectinases que atuam sobre oligogalacturonatos ndo estdo incluidas na tabela porque ndo
sao muito abundantes e possuem pouco interesse industrial na degradagao de pectina.
Fonte: Alkorta et al., 1998.
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FIGURA 1.2. Modo de a¢do das pectinases em uma molécula de pectina. PMGL:
polimetilgalacturonato liase. PMG: polimetilgalacturonase. PMGE:
polimetilgalacturonato esterase (pectina esterase). PGL: poligalacturonato liase (pectato

liase). PG: poligalacturonase (Alkorta et al., 1998).

1.2.1. ENZIMA DESMETOXILANTE OU DESESTERIFICANTE

A pectina esterase (polimetilgalacturonato esterase, PMGE) catalisa a hidrélise dos
grupos metil éster da pectina, liberando metanol e pectato (Alkorta et al., 1998; Shen et al.,
1999). Estao presentes em praticamente todas as preparagdes enzimadticas comerciais e
podem estar envolvidas em mudancas das substancias pécticas durante o amadurecimento,
estocagem e processamento de frutas e vegetais (Alkorta et al., 1998). Geralmente iniciam

0 ataque na posi¢ao adjacente ao do grupo carboxila livre (Whitaker, 1994).

10



1.2.2. ENZIMAS DESPOLIMERIZANTES

As enzimas despolimerizantes sdo classificadas de acordo com a clivagem
hidrolitica (hidrolases) ou transeliminativa (liases) das liga¢des glicosidicas; mecanismos
endo- (randomica) ou exo- (a partir do final da molécula) de agdo e preferéncia por acido
péctico ou pectina como substrato. Envolvem as hidrolases (catalisam a hidrdlise de
ligagdes a-1,4) e as liases (catalisam B-eliminacdo) (Gainvors et al., 1994; Alkorta et al.,

1998).

1.2.2.1. HIDROLASES

As hidrolases incluem as polimetilgalacturonases e as poligalacturonases, podem
apresentar acdo endo- (hidrélise randomica) ou exo- (hidrolise seqiiencial) (Kashyap et
al., 2001).

A polimetilgalacturonase (PMG) presumivelmente hidrolisa ligagdes a-1,4 de
polimetilgalacturonatos (Rizzatto, 1999). Apesar de ser citada em algumas literaturas, sua
existéncia ¢ questionada por alguns autores (Sakai et al., 1993; Rizzatto, 1999).

A poligalacturonase (PG) hidrolisa a-1,4 ligacdes glicosidicas entre dois residuos
do 4cido péctico (Mutlu et al., 1999). As poligalacturonases fungicas sdo uteis pela alta

atividade enzimatica e possuir pH 6timo de atividade na regido levemente acida (Zheng &

Shetty, 2000).

1.2.2.2. LIASES

As liases, também chamadas transeliminases, rompem ligacdes glicosidicas
resultando em galacturonideos com uma ligacao insaturada entre os carbonos 4 ¢ 5 do final
nao redutor do acido galacturoénico formado (Kashyap et al., 2001). Podem apresentar acao

endo- (hidrélise randomica) ou exo- (hidrolise seqiiencial) (Kashyap et al., 2001).
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A pectina liase (polimetilgalacturnato liase, PMGL) quebra as ligacdes por
transeliminagdo do hidrogénio dos carbonos das posicoes 4 ¢ 5 da porcao aglicona do
substrato (pectina) (Gainvors et al., 1994; Whitaker, 1994; Karam & Belarbi, 1995).

A pectato liase (poligalacturonato liase, PGL) catalisa a clivagem de liga¢des a-1,4
de acido péctico (Kashyap et al., 2001) e requerem Ca”" para atividade (Sakai et al., 1993;

Mayans et al., 1997).

1.2.2.3. PROTOPECTINASES

Esta enzima solubiliza protopectina liberando pectina altamente polimerizada e
soluvel (Alkorta et al., 1998; Kashyap et al., 2001). Sao classificadas em dois tipos: o tipo
A reage com a regido de acido poligalacturonico da protopectina e a do tipo B reage com as
cadeias de polissacarideos que podem se conectar com as cadeias de 4acido

poligalacturdnico e os constituintes das paredes celulares (Alkorta et al., 1998).

1.3. METABOLISMO MICROBIANO DA PECTINA

O metabolismo de pectina por fungos ¢ muito pouco conhecido, mas o metabolismo
de bactérias tem sido muito estudado. A degradagdo bacteriana de poligalacturonatos leva a
producdo de 4cido D-galacturénico e dacido 4-deoxi-L-treo-5-hexoseulose uronico,
metabolizados pelas vias metabdlicas Entner-Doudoroff e pelo ciclo do 4cido tricarboxilico

(Maiorano, 1990), mostradas na figura 1.3.
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Y
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glicero-2,5-hexo diulosdnico A D-glucarico
+ +
— NADH +H
S 2 H,O
NADPH +H" vy * NAD’
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6-fosfogluconico tricarboxilico
acido pirtvico gliceraldeido-3-fosfato

FIGURA 1.3. Esquema do metabolismo da pectina em bactérias (Maiorano, 1990).
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1.4. PRODUCAO DE AROMAS POR MICRORGANISMOS

O aroma ¢ conhecido como um fator importante na determinacdo da qualidade do
gosto e do sabor de um alimento (Linforth et al., 1999). Sua percepcdo € um processo
dindmico de uma série de eventos (Piggott, 2000) e leva o consumidor a aceitagdo ou a
rejeicdo de um produto (Mestres et al., 2000).

Muitos compostos de aroma sdo produzidos via sintese quimica ou pela extracao do
material natural, das quais as plantas sdo a maior fonte de 6leos essenciais e aromas, mas o
seu uso depende da dificuldade de fatores de controle como as condi¢gdes do tempo e pragas
em plantas. Uma maneira alternativa na producdo de aromas estd baseada na biossintese
microbiana ou bioconversdao (Kempler, 1983; Janssens et al., 1992; Soares et al., 2000;
Pandey et al.,, 2000a). Compostos de aroma e fragrancias obtidos por processos
biotecnoldgicos tém grande importancia na indudstria de alimentos, de cosméticos, quimica
e farmacéutica devido ao aumento da preferéncia do consumidor por aditivos alimentares
naturais e outros compostos de origem biologica (Janssens et al., 1992; Medeiros et al.,
2000; Huang et al., 2001).

A maioria dos aromas naturais ¢ o resultado de misturas de compostos quimicos,
biologicamente ativos, apresentando estruturas complexas de vérios grupos funcionais,
encontrados em baixas concentragdes. Os compostos quimicos responsaveis pelos aromas
caracteristicos sao alcoois, acidos, ésteres, cetonas, lactonas, aldeidos (Gomez et al., 1994;
Marques, 1998; Rosillo et al., 1999) e outras moléculas complexas que resultam do
metabolismo secundario de plantas ou podem ser obtidas de fontes animais. Certos fungos,
leveduras e bactérias também possuem potencial para o metabolismo secundario e podem

produzir aromas e fragrancias (Marques, 1998). Fungos do género Ceratocystis produzem
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uma grande quantidade de aromas de frutas ou de flores (p€ssego, abacaxi, banana, citrus e
rosa), dependendo da cepa e das condi¢des de cultivo. Ceratocystis frimbiata tem potencial
para sintese de éster, cresce rapidamente e produz uma grande variedade de aromas (Soares

et al., 2000; Pandey et al., 2000a).

1.5. COMPOSTOS DE AROMA

Muitos microrganismos sdo capazes de sintetizar compostos de aroma quando
cultivados em meios de culturas adequados, demonstrando sua habilidade de conversao,
que podem necessitar de diversas etapas quimicas (Kempler, 1983).

Virios compostos volateis de aromas foram identificados a partir da introducdo e
melhoramento de diversas técnicas instrumentais em quimica organica, como cromatografia
gasosa e espectrometria de massa (Janssens et al., 1992).

Uma estratégia eficiente para deteccdo de compostos de aroma, segundo Ferreira et
al. (2002), seria classifica-los atendendo-se a acessibilidade analitica das moléculas ativas
de odor nas seguintes categorias:

Categoria 1: compostos facilmente acessiveis do ponto de vista analitico. Este grupo
compreende compostos presentes em niveis relativamente altos (acima de 1mg/mL) que
podem ser determinados ap6s um simples isolamento e analise em cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo de chama. Acetaldeido, alcoois superiores e alguns acetatos,
acidos graxos e etil ésteres sdo exemplos tipicos.

Categoria 2: compostos de acessibilidade analitica intermediaria. A andlise destes
compostos € possivel apos isolamento e pré-concentracdo e entdo se faz a cromatografia
gasosa e espectrometria de massa. Sdo compostos com bom comportamento cromatografico

e concentragdo entre 0,1 pg/L e 0,1 mg/L. Neste grupo estdo fendis volateis, algumas
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lactonas, derivados de vanilina, alguns ésteres minoritarios e alguns isoprendides como [3-
damascenona e 3-ionona.

Categoria 3: compostos de acessibilidade analitica dificil. E um grupo heterogéneo
formado por compostos cuja analise ¢ muito dificil devido ao mau comportamento
cromatografico e baixa estabilidade quimica. Compostos volateis sulfurosos, aldeidos,
alquil metoxipirazinas, furaneol e sotolon e alguns tidis aromaticos sdao desta categoria. A
analise destes compostos requer o desenvolvimento de métodos especificos de isolamento,
deteccdo ou uso de derivagdo quimica.

Os diversos grupos de aroma estao representados a seguir.

1.5.1. ALCOOIS

Alcoois primarios e secundarios sio compostos de aroma importantes em alimentos.
2-metilpropanol e 3-metilbutanol sdo derivados da reducdo de aldeidos provenientes dos
aminodcidos valina e leucina pela degradagdo de Strecker. Etanol, derivado de lactato pela
via das pentoses-fosfato, tem funcdo aromatica limitada em queijos e apesar de ser
encontrado em grandes quantidades, ¢ o precursor de diversos ésteres. Metil cetonas sdo
reduzidas a seus alcoois secunddrios correspondentes, sendo o 2- heptanol e 2-nonanol os
mais freqiientes.

O 1-octen-3-o0l (aroma de cogumelo), juntamente com o 3-octanona, sdo originarios
dos 4cidos linoleico e linolénico, biossintetizados por reagdes catalisadas enzimas em
presenga de oxigénio atmosférico (Larsen, 1998). Alcoois amilicos (2- e 3-metilbutanol)
causam aromas frutados em concentacdes de 50 mg/L para o 2-metilbutanol e 1 mg/L para

o 3-metilbutanol (Smogrovicova & Domeny, 1999).
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Caracterizado por uma delicada fragrancia de pétalas de rosas, o 2-feniletanol,
seguido de alcool etilico, ¢ muito utilizado como aromas nas industrias de alimentos e
como fragrancia nas industrias de cosméticos e perfumes. Também sao muito usados para
modificar a composi¢ao de aroma de alimentos com formulagdes aromaticas frutais,

sorvetes, balas, pudins e gomas de mascar (Huang et al., 2001).

1.5.2. GRUPO BENZOATO

A vanilina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido) ¢ um composto muito usado como
agente aromatizante em alimentos e em algumas fragrancias. Por muito tempo, a mais
importante fonte de vanilina era o eugenol (principal componente do cravo), de custo
elevado comparado com o da vanilina sintética. Com o aumento do interesse por produtos
naturais, processos alternativos tém sido desenvolvidos, como métodos biotecnologicos
envolvendo fungos como Sporotrichum pulverulentum, Phanerochaete chrysosporium,
Aspergillus niger, Pycnoporus cinnabarinus e Pseudomonas fluorescens para a producao
de vanilina (Lomascolo et al., 1999).

Pela quantidade, o benzaldeido (odor de améndoa) ¢ a segunda maior molécula de
aroma mais importante usada em industrias de fragrancias e de cosméticos, porém a sua
extragdo natural leva a formagdo de produtos indesejaveis como o 4cido cianico e cianeto
de hidrogénio. A bioconversdo de precursores naturais apropriados, geralmente L-
fenilalanina, oferece uma rota alternativa para a biossintese de benzaldeido por espécies de
Ischnoderma benzoinum, Bjerkandera adusta e Polyporus tuberaster (Lomascolo et al.,
1999).

Antranilato de metila (dcido o-aminobenzoico metil éster) ¢ um aroma

caracteristico de uvas, identificado em diversos 6leos essenciais, obtido por bioconversao
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de N-metil antranilato por espécies de Trametes € Polyporus, porém o processo ¢ de custo
elevado e produz compostos indesejaveis, sendo substituido por dacido antranilico,
encontrado na hidrolise 4cida de caseina e peptona (Lomascolo et al., 1999).
p-hidroxibenzaldeido ¢ um componente tipico de extrato de fava de baunilha,
contribuindo para o aroma natural e original de baunilha. Alguns géneros de Phellinus sao
capazes de sintetizar derivados de benzoato como benzoato de metila e ésteres de etila
(aroma de frutas), p-tolualdeido (aroma de améndoa), anisato de metila e salicilato de
metila (aroma de anis), acetofenona, p-metilcetofenona e alcool p-metilbenzil (aromas

frutado e de florescéncia de laranja) (Lomascolo et al., 1999).

1.5.3. FENILACETATO

Metil fenilacetato e etil ésteres estdo associados com odores de frutas e podem ser
quimicamente sintetizados. Tragos de fenilacetaldeido (odor de jacinto) tém sido
encontrados em culturas de Agaricus bisporus e fenilacetato metil éster em culturas de
Sarcodontia setosa e Trametes odorata e 2-feniletanol pode ser formado por bioconversiao

de precursores apropriados como asparagina ou L-fenilalanina (Lomascolo et al., 1999).

1.5.4. CINAMATO

Cinamaldeido (aroma de canela), cinamato metil éster (odor de rosa) e alcool
cinamilico (odor de jacinto) podem ser sintetizados por diversos microrganismos como
espécies de Polyporus e cepas de Lentinus lepideus, que transformam metil p-coumarato

para p-metioxicinamato metil éster na presenca de metionina (Lomascolo et al., 1999).
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1.5.5. BUTANONA

Dentre os compostos do tipo butanona, a framboesa cetona (aroma de framboesa),
fenil butan-2-ona (odor de flor) e gingerona (aroma de gengibre) sdo muito usados nas
industrias de aromas. A framboesa cetona pode ser sintetizada quimicamente pela
condensagdo de acetona e p-hidroxi-benzaldeido e sua producdo biotecnologica pode ser
significativa por espécies de Nidularia quando cultivadas em meio nutriente peptona
(Lomascolo et al., 1999). Diacetil e pentan-2,3-diona (dicetonas vicinais) t€ém aromas e
sabores caracteristicos descritos como amanteigado, de mel ou de café e sdo percebidos a
concentragdo de 0,1-0,14 mg/L, em concentragdes acima de 1 mg/L, o aroma percebido ¢

de queijo (Smogrovicova & Doémeny, 1998).

1.5.6. PIRAZINAS

As pirazinas sdo compostos heterociclicos contendo nitrogénio, e que contribuem
significativamente no aroma de muitos alimentos, dando caracteristicas de assado ou nozes
e de sementes de café ou cacau. Normalmente estes compostos sdo formados através de
reacdo de Maillard, mas também foram isolados de vegetais, apresentando aroma de ervilha
ou de verde (Kempler, 1983; Janssens et al., 1992). Algumas pirazinas utilizadas como
agentes de aroma sdo 3-metoxi-isopropil-pirazina (aroma de ervilha, batata), 2-metoxi-3-
isobutil-pirazina (aroma de pimenta), 2,5-dimetil-pirazina (aroma de nozes) (Kempler,

1983).

1.5.7. TERPENOS

Terpenos e seus derivados, os terpenoides, sdo a mais diversa classe de substincias
na natureza, extensivamente aplicados em industrias como compostos de aroma e de

fragrancias (Schrader & Berger, 2001) e os maiores constituintes responsaveis pelas
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caracteristicas odoriferas de 6leos essenciais. Como os terpenos sao facilmente oxidados e
polimerizados, devem ser removidos dos 6leos essenciais (Kempler, 1983; Janssens et al.,
1992), pois podem causar off-flavors indesejaveis e precipitagdo (Schrader & Berger,
2001).

Microrganismos como Pseudomonas, Rhodococcus, Bacillus, Aspergillus e
Penicillium, possuem grande capacidade de biossintese de novo e de biotransformagio e
bioconversdo de precursores de terpenos (Schrader & Berger, 2001). Géneros de
Ceratocystis t€m sido muito pesquisados e os terpenos mais importantes produzidos por
cepas deste microrganismo sdo citronelol (aroma de rosa), geraniol (aroma de rosa, doce),
linalaol (aroma doce, citrus, floral), nerol (aroma doce, floral, rosa), a-terpineol (aroma
doce, floral, frutal) (Kempler, 1983; Janssens et al., 1992).

Monoterpenos didis tém sido identificados em uva e mostos de vinho. Em uvas,
estes compostos foram classificados em trés categorias:

Categoria 1: compostos livres do aroma, comumente dominados por linalool, geraniol e
nerol, juntamente com pirano e furano, formas oxidadas do linalool. Dependendo do
tratamento do suco da uva, podem ser encontrados neste grupo o citronelol, a-terpineol, ho-
trienol, nerol 6xido, mircenol e orcimol, juntamente com outros oxidos, aldeidos e
hidrocarbonetos.

Categoria 2: formas polihidroxiladas dos monoterpenos ou poliois livres do aroma, que nao
contribuem diretamente com o aroma, sendo que alguns deles s@o reativos e podem romper-
se em compostos mais volateis, por exemplo o diendiol (3,7-dimetilocta-1,5-dien-3,7-diol)

pode formar ho-trienol e nerol 6xido.
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Categoria 3: monoterpenos glicosilados, que também ndo contribuem diretamente com o
aroma e sao mais abundantes que as formas nao glicosiladas e os polidis (Mateo & Jiménez

et al., 2000).

1.5.8. LACTONAS

Os isdmeros cis e trans da furanona, conhecidos como lactona de carvalho ou uisque
lactona, sdo componentes naturais do carvalho, extraidos pelo vinho durante a maturagao
em barris de carvalho (Raunkjaer et al., 2001). Sdo compostos agradaveis utilizados pelas
industrias de aromas (Kempler, 1983), associadas com odores como frutal, de coco,
amanteigado, doce ou de nozes (Kempler, 1983; Janssens et al., 1992).

Candida, Saccharomyces, Penicillium notatum, Cladosporium butyri, CI.
suaveolens e Sarcina lutea produziram lactonas quando cultivadas em meio contendo ceto-
acidos (Kempler, 1983). Trichoderma viride ¢ capaz de produzir 6-pentil-2-pirona (aroma
de coco) e Sporobolomyces odorus ¢ uma levedura que produz 4-decalactona (aroma de

péssego) por sintese de novo (Janssens et al., 1992).

1.5.9. ESTERES

Os ésteres sao um grupo de compostos de aroma importante em frutas, presentes
consideravelmente em baixas concentragdes, geralmente entre 1 ¢ 100 ppm, podendo ser
sintetizados por microrganismos, gerando aroma de maga, péra, abacaxi, morango ¢ melao
(Kempler, 1983).

Esteres acetato, como acetato de etila, acetato de hexila, acetato de isoamila e
acetato de 2- feniletila, sdo reconhecidos como compostos importantes em aroma de vinho
e em outras bebidas alcoolicas derivadas de uvas (Rojas et al., 2001). Butirato de etila,

isovalerato de etila e hexanoato de etila, responsaveis por aromas frutais, sdo produzidos
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por culturas de Pseudomonas, que em queijos e leites sdo considerados indesejaveis

(Kempler, 1983; Janssens et al., 1992).

1.5.10. COMPOSTOS SULFURADOS

Em geral, o aroma de alimentos e bebidas ¢ influenciado por diversos compostos
diferentes, dentre eles, as estruturas contendo enxofre, uma classe importante de compostos
quimicos devido ao seu carater de impacto e a sua abundancia (cerca de 10% dos
compostos volateis detectados em alimentos e bebidas) (Mestres et al., 2000). As
propriedades sensoriais dependem da posicdo do atomo de enxofre na molécula e da
concentragdo, apesar de baixas concentragcdes destes compostos poderem gerar altas
intensidades de odor. Alguns destes compostos, como dimetil sulfito, metionol, metional,
4-metiltio-1-butanol, tém sido identificados como aromas de impacto favoraveis em
alimentos e bebidas como carne, café, milho, laranja, maracuja, trufas, espécies de alho e
cerveja. Algumas vezes estes compostos sulfurados sdo responsaveis por odores
desagradaveis (off-flavors) e sua presenca indica condicdes desfavoraveis de preparo ou
armazenamento (Mestres et al., 2000).

Os compostos sulfurados em vinhos sdo classificados em duas categorias, de acordo
com o ponto de ebuli¢do: os compostos altamente volateis (ponto de ebuli¢do inferior a
90°C) e os compostos menos volateis (ponto de ebuli¢do superior a 90°C). Sulfito de
hidrogénio, etanetiol e metanetiol estdo entre os compostos altamente volateis, presentes
em vinhos em concentragdes maiores que o treshold, caracterizando odor de ovos podres,
alho, cebola e repolho, mas ndo apresentam problemas no vinho, pois sdo volatilizados

rapidamente e dimetil sulfito contribui para o buqué de vinhos (Moreira et al., 2002).
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Entre os compostos menos volateis, 3-metiltio-l-propanol (metionol) em
concentragdes acima do treshold contribui com odor de couve-flor. Outros compostos
sulfurados menos volateis encontrados em vinhos em concentragdes abaixo do treshold
estdo 2-mercaptoetanol (odor de aves), 2-metil-tetrahidrotiofeno-3-ona (odor metélico, gas
natural), 2-metiltioetanol (feijao francés), etil-3-metiltiopropionato (odor metalico, de
enxofre), acido acético-3-metiltiopropiléster (batatas cozidas) e 4-metiltiobutanol

(cebolinha) (Moreira et al., 2002).

1.6. UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA PRODUCAO DE

AROMAS

A economia brasileira ¢ uma das mais importantes economias do mundo baseadas
na agricultura, produzindo e exportando café, agiicar de cana, soja, mandioca, frutas, entre
outros, o que significa uma 6tima contribuicdo para o desenvolvimento da economia.
Entretanto, a grande producdo desses materiais agricolas gera uma grande quantidade de
residuos (Soccol & Vandenberghe, 2003). Nos ultimos anos houve um aumento na
tentativa de tornar mais eficiente a utilizacdo desses residuos cuja disposi¢do no meio
ambiente causam sérios problemas de poluicdo. Umas das aplicacdes em potencial desses
residuos pode ser a sua utilizacdo como fonte de carbono em bioprocessos para obtencao de
produtos quimicos e de produtos de maior valor agregado como etanol, proteinas, enzimas,
acidos organicos, aminoacidos, metabdlitos secunddrios biologicamente ativos € compostos
de aroma (Medeiros et al., 2000; Soccol & Vandenberghe, 2003).

Residuos de processamento de café estdo sendo utilizados como substrato para a
producdo de compostos de aroma por fungos e leveduras para a aplicacdo na industria de

alimentos. As leveduras cultivadas em residuos de café possuem a capacidade de produzir
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um forte aroma alcodlico com notas frutais, devido a presenga de compostos como etanol,
acetaldeido, acetato de etila, isobutanol, acetato de isobutila, etil-3-hexanoato e acetato de
isoamila (Pandey et al., 2000c). Residuos de processamento de café, ricos em pectina,
podem ser utilizados por microrganismos capazes de sintetizar enzimas pectinoliticas para
degradar a pectina presente no meio e utiliza-la como substrato para a produgao de aromas
frutais.

Ceratocystis fimbriata produz intenso aroma de fruta em meio de fermentagao
composto de farelo de trigo, bagago de cana e de mandioca (Medeiros et al., 2000) e aroma
de abacaxi foi obtido em meio contendo bagago de mandioca, polpa de magd e amaranto
(Pandey et al., 2000a). Rhizopus oryzae foi capaz de produzir compostos volateis como
acetaldeido e 3-metil butanol em residuos agroindustriais tropicais (Medeiros et al., 2000).

Com o advento da inovacao biotecnologica, principalmente na area de enzimas e
tecnologia das fermentagdes, novas perspectivas estdo sendo criadas (Brand et al., 2000).
Casca e polpa de café tem grande potencial para utilizagdo como substrato em bioprocessos
e na obten¢do de produtos de maior valor agregado. A aplicagdo de residuos de agro-
indastrias em bioprocessos ¢ uma forma de utilizar substratos alternativos e, de alguma

maneira, solucionar problemas de poluicdo que possam causar (Pandey et al., 2000Db).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. SUBSTANCIAS PECTICAS E ENZIMAS PECTINOLITICAS

Hennies (1996) obteve melhores atividades de pectinase por P. italicum em
fermentagdo semi-solida utilizando bagago de laranja peletizado obtido de industria de
citrus, a pH 4,5 e temperatura de cultivo de 45°C. Essa atividade aumentava com a adicao
de sacarose tanto em fermentacdo submersa quanto em semi-solida.

Rizzatto (1999) utilizou bagago de laranja industrializado lavado e ndo lavado para
a produgdo de pectinases por P. italicum e A. niger. Observou que a concentragcdo de
acucares pré-existentes no bagago nao lavado permitiu maior crescimento micelial e maior
producdo de enzimas.

Soares et al. (1999) selecionaram cepas de Bacillus sp pelo método da placa através
de zona clara ao redor da colonia para identificar os microrganismos pectinoliticos. A
atividade pectinolitica de poligalacturonase foi maxima a pH 6,0 e temperatura 6tima entre
40° e 55°C. Observaram que praticamente ndo havia mudangas de estabilidade enzimatica
com a variacdo de temperaturas abaixo de 50°C e variagdes de pH entre 6 e 8.

Cepas de Rhizopus sp, Phanerochaete sp e de Aspergillus sp foram isoladas e
selecionadas de acordo com a capacidade de crescimento em agar extrato de casca de café
proposto por Brand et al. (2000), mostrando sua resisténcia a fatores toxicos presentes no
meio, como cafeina, taninos e polifenodis. Os melhores resultados da degradacdo de cafeina
e de taninos foram obtidos em pH entre 5,5 ¢ 6,0 ¢ umidade entre 60 e 65%. A
suplementagdo do meio com solugcdo de nutrientes ndo mostrou qualquer influéncia na

velocidade de detoxificagdo dos compostos nem no crescimento microbiano, mostrando
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que ndo ¢ necessario enriquecer o meio de cultura, € que a propria casca do café contém
minerais necessarios para o desenvolvimento dos microrganismos.

Bravo et al. (2000) utilizaram caldo de cana com 12° Brix suplementado com 0,28 a
0,40 g/100 mL de sulfato de aménio e 0,50 a 1,05 g/100 mL de pectina para a produgdo de
poligalacturonase por Kluyveromyces marxianus, obtendo-se as maiores atividades
enzimaticas em 48 horas de fermentacdo a 28°C, 150 rpm e pH 5,0. Observaram que a
concentragdo de sulfato de amonio afetava e a concentragdo de pectina ndo afetava
significativamente a atividade de PG.

Kashyap et al. (2000) isolaram cepas de Bacillus sp de solo e de unidades de
processamento de frutas com alta atividade pectinolitica. Observaram que a combinagao de
extrato de levedura e pectina mostrou-se o melhor meio para a producao de pectinases. O
estudo do efeito do pH e da temperatura sobre o crescimento microbiano demonstrou que a
maxima producdo de pectinases era ao redor do pH neutro (7,2) e a 37°C houve a maior
producao de enzimas.

Zheng & Shetty (2000) utilizaram residuos de industrias de processamento de frutas
(morango e magad) para a producdo de poligalacturonase em fermentagdo em estado solido
por Lentinus edodes. A atividade enzimdtica aumentava significativamente nos estagios
iniciais de crescimento e atingiu o nivel maximo em 40 dias, nos meios contendo as polpas.
A polpa de morango foi o melhor substrato para producgdo de poligalacturonase, seguido da
polpa de maca. A atividade enzimatica méaxima para o meio contendo polpa de morango foi
a temperatura de 50°C e pH 5,0.

Blandino et al. (2001) utilizaram farinha de trigo em fermentacdo submersa para a
produgdo de pectinases por Rhizopus stolonifer e Aspergillus awamori. Atividade de endo-

poligalacturonase foi observada apos 24 horas de cultivo para ambos os fungos, obtendo-se
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um valor maximo entre o quinto e o sétimo dia de fermentagdo. Entretanto, quando uma
pequena quantidade de pectina foi adicionada ao meio, as atividades de poligalacturonase
foram maiores.

Bonnin et al. (2001b) purificaram endo-poligalacturonase de meios de cultura
contendo pectina de beterraba, que mostrou especificidade por ligagdes a-1,4 entre duas
unidades de acido galacturdnico e hidrélise preferencial de ligagdes proximas aos finais nao
redutores.

Hellin et al. (2001) utilizaram polpa de limao para o cultivo de Rhizopus nigricans e
observaram que a etapa de autoclavagem durante o preparo do meio de cultivo solubilizava
uma mistura complexa de poli-, oligo- e monossacarideos da polpa de limdo, e estes
carboidratos (glicose, frutose e oligdmeros de acido galacturénico) sdo utilizados para
crescimento e producdo de poligalacturonases.

Rha et al. (2001) cultivaram fungos por um periodo de seis dias em meio contendo
pectina citrica como fonte de carbono. Exo-poligalacturonase I (66 kDa) foi detectada apds
seis dias de fermentacdo e exo-poligalacturonase II (70 kDa) foi observada entre 3 e 5 dias
e desapareceu apoOs promover crescimento micelial. Em meio contendo 4cido
poligalacturénico, o comportamento foi similar.

Piccoli-Valle et al. (2001) observaram a atividade de pectina liase produzida por P.
griseoroseum em biorreatores em diferentes condi¢cdes de aeragdo, em meio mineral
suplementado com extrato de levedura e sacarose. A maxima atividade enzimatica e a
maior quantidade de biomassa foram obtidas quando ndo houve inje¢do de ar, em meio

adicionado de 60 mM de sacarose e pH entre 6,3 ¢ 7,2.
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Takayanagi et al. (2001) verificaram que a atividade de poligalacturonase de
leveduras aumentou em fragdes de mosto de uva usando-se o bagaco fresco ou aquecido
durante os primeiros estagios de fermentacdo, € que as cascas e as sementes foram
necessarias para a indugdo de producdo de enzimas e para o crescimento das leveduras
presentes no bagaco. Trés tipos de poligalacturonases (I, II e III) foram separados por
cromatografia utilizando-se DEAE Sepharose. Os resultaram indicaram que PG-I
apresentou atividade de endoenzima, com pH 6timo de 3,5 e PG-II e PG-III apresentaram
atividades de exoenzima, com pH 6timo de 4,5.

De Gregorio et al. (2002) utilizaram polpa de limao para a producdo de pectinases
por A. niger e T. viride a fim de aproveitamento de residuos das industrias de sucos, por
fermentagdo submersa. 4. niger mostrou uma producao significativa de enzimas iniciando-
se no sétimo dia de fermentagdo e a producdo maxima ocorrendo no décimo quarto dia. 7.
viride apresentou producdo de poligalacturonase mais lentamente, atingindo o maximo no
vigésimo quinto dia de fermentagao.

Martins et al. (2002) estudaram enzimas pectinoliticas termoestaveis produzidas por
microrganismos termoéfilos em fermentacdo solida, por sofrerem menos protedlise e por
serem mais resistentes a desnaturagdo mecanica que as enzimas produzidas por mesoéfilos.
Observaram que o fungo terméfilo 7. aurantiacus, quando cultivado em meio contendo
farelo de trigo, bagago de laranja e a mistura destes materiais com bagaco de cana, produz

poligalacturonase e pectina liase.
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2.2. PRODUCAO DE AROMAS DE FRUTAS POR MICRORGANISMOS

Ferreira et al. (1996a) observaram as diferencas de composi¢do de volateis de vinho
correspondente a presenca ou auséncia de casca durante a fermentacdo, a origem e a
variedade das uvas. Concluiram que a composi¢do de volateis nos vinhos ¢ afetada pela
origem e pela variedade das uvas e isso pode ser efetivamente utilizado para identificacao
do vinho. Essas duas varidveis possuem um alto grau de interagdo e ambas tém uma
influéncia na composi¢cdo dos vinhos, principalmente os compostos relacionados ao
metabolismo de aminoécidos e os gerados da peroxidagdo de acidos graxos.

Nielsen & Richelieu (1999) estudaram diferentes condigdes de fermentagdo para
Oenococcus oeni que influenciaram na degradagdo dos acidos malico e citrico, produzindo
diferentes concentracoes de diacetil e acetoina. Em condigOes semiaerdbias, a concentracao
de diacetil era maior que em condigdes anaerobias, j4 a concentragdo de acetoina
apresentava comportamento oposto, ou seja, era maior em condi¢cdes anaerdbias que em
condicOes semiaerobias.

Christen et al. (2000) detectaram notas alcodlicas durante a fermentacao de cepas de
Rhizopus e notas frutais em fermentacdo de Ceratocystis fimbriata em residuos
agroindustriais. Verificaram que a producdo de compostos volateis dependia mais do meio
que da cepa. A maior producdo de volateis foi obtida com meio amaranto e foi aumentada
com a adicao de solugdes salinas minerais. Etanol foi o volatil mais encontrado e sua
producdo foi favorecida pela alta relacdo C/N e baixa aeragdo, associado com o cultivo
estatico, promovendo a atividade fermentativa.

Os resultados sensoriais obtidos por Medeiros et al. (2000) mostraram que meio

solido composto por farelo de palma e bagago de mandioca cultivado por K. marxianus
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produz intenso aroma caracteristico de frutas. Farelo de semente de girassol produziu
aroma suave e polpa de macga e bagago de cana nao produziram nenhum aroma.

Soares et al. (2000) utilizaram fermentacao em estado sélido com polpa de café e
detectaram odores no espago livre das culturas dependendo da quantidade de glicose
adicionada. Em altas concentragdes de glicose (46 g/100 g de matéria seca), um efeito
limitante foi observado em termos de intensidade de aroma. A baixas concentragdes de
glicose (20 g/100 g de matéria seca), a produgdo de compostos foi rapida, atingindo um
maximo apos 40 horas, mantido no mesmo nivel por mais de 140 horas. A niveis
intermediarios de concentracdo de glicose (35 g/100 g de matéria seca), o aumento de
compostos volateis foi mais lento e 0 maximo foi atingido apds 280 horas.

Falqué et al. (2001) analisaram monoterpenos, alcoois superiores, ésteres etil, acidos
graxos, acetatos, fenois volateis e compostos sulfurados por CG e CG-MS de 4 variedades
de vinhos da Galicia (Albarifio, Loureira, Treixadura e Dona Branca) dos anos de 1992 a
1995. A composicao de aromas foi similar para cada vinho obtido de uvas de diferentes
anos, porém o perfil aromatico (valor de unidade de odor, OUV=[concentragdo do
composto]/[treshold]) variou notadamente dependendo da variedade empregada. Esteres
etil, acetato de etila e alcoois superiores foram os compostos dominantes em todos os
vinhos ¢ a maior diferenga entre os 4 tipos de vinhos pode ser atribuida a variacdo de
intensidade dos atributos frutal e floral devido aos ésteres etil, acetatos, monoterpenos e 2-
feniletanol.

Ferreira et al. (2001) verificaram a composi¢ao de volateis de aroma de 4 tipos
diferentes de vinhos tintos espanhois, produzidos em diferentes areas e com diferentes tipos
de uvas. Foram encontrados e identificados 69 compostos de aromas diferentes por

cromatografia gasosa e olfatometria. Os perfis dos vinhos foram qualitativamente similares,
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mas observaram a existéncia de diferengas quantitativas importantes em aproximadamente
metade dos aromas dos vinhos, provenientes dos componentes da uva, liberados pela
madeira, formados por bactérias dcido-lacticas ou durante o armazenamento.

Hansson et al. (2001) observaram os efeitos de agucares e pectina na liberagao de
aromas em sistemas modelos. Notaram que a adi¢do de sacarose, agucar invertido (20-60%)
e xarope de glicose (60%) aumentaram consideravelmente a liberacdo de muitos compostos
volateis. Quando a pectina foi adicionada nas mesmas concentragdes da sacarose, o efeito
da liberacdo de volateis ndo foi o mesmo, havendo diminui¢d@o no composto limoneno.

Huang et al. (2001) cultivaram Pichia fermentans em meio liquido suplementado
com fenilalanina e estudaram o efeito do pH inicial do meio, temperatura de cultivo e
velocidade de rotagdo para a producdo de 2-feniletanol e 2-fenilacetato. A quantidade de
compostos aromaticos formados foi maxima em pH entre 8,5 ¢ 10, temperatura de cultivo
entre 30° e 35°C e velocidade de rotagdo entre 200 e 250 rpm.

Rojas et al. (2001) selecionaram 11 cepas de leveduras ndo-Saccharomyces e duas
Saccharomyces de vinho e verificaram a produgdo de acetato de etila, acetato de geranil,
acetato de isoamila, acetato de linalil e acetato de 2-feniletila pela adi¢do de alcoois a serem
esterificados em solu¢do de decano em placa de agar glicose com 24 h de incubacio.
Somente trés microrganismos produziram mais que um éster acetato e foram escolhidos
para a producdo dos ésteres. Hanseniaspora e Pichia foram capazes de esterificar varios
alcoois, como etanol, geraniol, alcool isoamilico e 2-feniletanol. Nenhuma cepa esterificou
linalaol, talvez por ser um dalcool terciario. Condigdes altamente aerdbias favoreceram a
producdo de ésteres ndo acetato como caproato e caprilato de etila por Saccharomyces.
Concluiram que o potencial de leveduras ndo-Saccharomyces de vinho em produzir ésteres

acetato pode ser empregado para melhorar as propriedades sensoriais de vinho.
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Van der Sluis et al. (2001a) verificaram a capacidade de Candida versatili e
Zagosaccharomyces rouxii imobilizadas em gel de polietileno 6xido, de produzirem
compostos de aroma como 4-etil guaiacol, etanol e metionol. Observaram que a produgao
de 4-etil guaiacol por células de C. versatili imobilizadas ou livres foram semelhantes
quando cultivadas em meio contendo acido ferulico. Células imobilizadas de Z. rouxii
produziram altas concentragdes de metionol, etanol, n-propanol, alcoois isobutilico,
isoamilico e amilico.

Granchi et al. (2002) caracterizaram o comportamento fermentativo de leveduras
apiculata isoladas de amostras de vinhos. Observaram que Hanseniaspora osmophila e
Kloeckera corticis ndo geraram grandes variabilidades nas quantidades de etanol ou de
produtos secundarios formados. A alta tolerancia ao etanol de H. osmophila e K. corticis
afeta o desenvolvimento e a velocidade de fermentagdo de populagdes de Saccharomyces,
alterando a composi¢do do suco de uva. Glicerol, alcoois superiores e acido acético foram
produzidos em altas concentragdes. A adi¢do de didoxido de enxofre em mosto sintético
causou um aumento na producdo de acetaldeido por H. osmophila e K. corticis € nao
causou alteragdo na formagao de outros produtos da fermentagao.

Valero et al. (2002) utilizaram duas cepas de Saccharomyces cerevisiae em
fermentagdo de mosto de uva com e sem oxigénio inicial para verificar a produgdo de
alcoois superiores e ésteres. A linhagem campensis exibiu menor atividade fermentativa
que a linhagem cerevisiae, produzindo menores quantidades de etanol. Verificaram que
Saccharomyces cerevisiae linhagem cerevisiae pode ser usada em mostos sem oxigenacao
para melhorar as propriedades sensoriais e a linhagem campensis pode melhorar o aroma e
ser usado para obtencdo de vinhos com menor contetido de etanol ou com gosto doce

moderado se o contetido de agucar inicial for maior que a sua capacidade de metaboliza-lo.
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O comportamento de Kloeckera apiculata, Candida pulcherrima e Saccharomyces
cerevisiae foram estudados por Zohre & Erten (2002), com culturas puras e misturadas em
suco de uva. A analise relativa de volateis indicou que as fermentacdes por Saccharomyces
cerevisiae em culturas puras e misturadas tiveram as maiores produgdes relativas de alcoois
superiores (4lcoois isoamilico, amilico, isobutanol e l-propanol). Alcool isoamilico,
isobutanol e 1-propanol apresentaram niveis muito abaixo do treshold e somente alcool
isoamilico foi encontrado em concentragdes que poderiam contribuir com as propriedades
sensoriais dos vinhos produzidos com culturas puras e misturadas de Saccharomyces
cerevisiae. Kloeckera apiculata e Candida pulcherrima em culturas puras produziram
grandes quantidades de acetato de etila, que conferem aroma frutal ao vinho e produz odor
de solvente se exceder 200 mg/mL.

Dias et al. (2003) estudaram os efeitos da producdo de 4-etilfenol por Dekkera
bruxellensis em meio contendo glicose. O substrato foi consumido para a produgdo de
etanol durante a fase exponencial de crescimento e, apds o consumo de glicose, houve a
utilizagdo do etanol para a producdo de 4-vinilfenol durante a fase estacionaria de
crescimento. A producdo de 4-etilfenol ¢ resultado de duas reagdes consecutivas. Um
metabolito intermediario (4-vinilfenol) foi testado se poderia ser usado como precursor de
4-etilfenol na auséncia e na presenga de acido p-cumadrico. Ao ser adicionado 4-vinilfenol
no meio de cultura, a producdo de 4-etilfenol procedeu da mesma forma que no meio de
glicose como unica de fonte de carbono e a velocidade de crescimento, produgdo de etanol,
consumo ¢ producdo de acido acético foram similares ao meio suplementado com acido p-
cumarico e em meio contendo etanol como unica fonte de carbono.

Plata et al. (2003) reportaram a producdo de acetato de etila e acetato de isoamila

por 7 leveduras e as compararam em termos de sua capacidade de produzir dois ésteres em
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meio sintético. P. membranaefaciens e C. guilliermondii produziram pequenas quantidades
dos dois ésteres e também de etanol e alcool isoamilico. Acetato de etila foi detectado apos
24 h e acetato de isoamila somente no décimo dia, provavelmente devido a baixa atividade
enzimatica apresentada pelos microrganismos.

Polychroniadou et al. (2003) verificaram que o crescimento e fermentagdo de
Saccharomyces cerevisiae em mosto de uva sdo muito mais rapidos que em suco ou mosto
de maca. Os principais volateis em vinho e em cidra foram propanol, acetato de etila,
acetaldeido e metanol. Alcoois isobutilico e amilico foram menores em vinhos em
comparagdo com cidras, mas sua presenca pode ser considerada desvantajosa devido a sua
toxicidade a altas concentragdes, e pode explicar a maior resisténcia a deterioragdo de

cidras em relag¢do aos vinhos.
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3. OBJETIVOS

1. Selecionar microrganismos previamente isolados de alta atividade pectinolitica.

2. Estudar meios de cultura de baixo custo, compostos de residuos agroindustriais, como
casca de café seco e bagaco de uva, para producio de aromas frutais, mediante degradacao
de pectina presente no meio por microrganismos pectinoliticos.

3. Separacdo e identificagdo dos compostos volateis produzidos por cromatografia gasosa e

espectrometria de massa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. SELECAO DE MICRORGANISMOS PECTINOLITICOS

Os microrganismos pectinoliticos foram selecionados através do método da placa
proposto por McKay (1988). O meio constituia de 1,25% de solu¢do de pectina citrica
(Sigma) pH 5,5 (autoclavado separadamente), 50 mM de fosfato de potéssio pH 5,5, 6,7
g/L de extrato de levedura, 0,2% de glicose e 0,5% de agar, autoclavado a 121°C e 1 atm de
pressdo por 15 minutos e vertido em placas de Petri estéreis. Os microrganismos foram
inoculados por picada e incubados a 30°C de 2 a 4 dias, conforme desenvolvimento da
colonia. Apds incubagdo, as placas foram reveladas com uma solugdo 0,05% de vermelho-
ruténio por 5 minutos e lavadas com 4gua destilada. A formacao de halo vermelho parpuro
ao redor da colonia contrastando com o restante claro da placa significou que o

microrganismo foi capaz de degradar a pectina, ou seja, produtor de pectinase.

42. MEIO DE CULTURA PARA DETERMINACAO DE ATIVIDADE

PECTINOLITICA

O meio liquido para crescimento microbiano e determinagdo de atividade
pectinolitica foi proposto por Kashyap et al. (2000), constituido de 1% de extrato de
levedura, 1% de pectina citrica (Sigma), pH 5,5, autoclavado a 121°C e 1 atm de pressdo
por 15 minutos. Os microrganismos selecionados foram inoculados em 50 mL de meio e
incubados em shaker rotatorio a 30° C, 100 rpm por até 96 horas.

A cada 24 horas de fermentacdo as culturas foram centrifugadas a 10000 rpm por 20
minutos a 0°C para separacdo do sobrenadante livre de células e posterior determinagdo de

atividade pectinolitica e medida do pH. O sobrenadante foi armazenado em frascos de vidro
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de 50 mL com tampa de borracha, lacrados com anel de aluminio e congelados em freezer

até o momento da analise.
4.3. DETERMINACAO DE ATIVIDADE PECTINOLITICA

4.3.1. ATIVIDADE DE POLIGALACTURONASE (PG)

A atividade pectinolitica de poligalacturonase (PG) foi determinada pela medida
da liberagdo de grupos redutores usando-se o método do acido dinitrosalicilico (DNS),
proposto inicialmente por Miller (1959).

A solucdo de DNS foi preparada dissolvendo-se, a quente, 10,6 g de acido 3,5-
dinitrosalicilico e 19,8 g de NaOH em 1416,0 mL de agua destilada. A seguir foram
adicionados 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 g de metabissulfito de sddio.

500 pL de substrato — solucdo 0,5% de pectina citrica (Sigma), preparada em
tampao acetato pH 4,5 — foram incubados a 40°C por 15 minutos para estabilizacdo de
temperatura. A seguir, 500 pL de extrato enzimdtico foram adicionados ao substrato e a
reacdo incubada a 40°C por 40 minutos. Apo6s a adigdo de 1 mL de solugdo de DNS, a
mistura foi mantida em ebulicdo por 8 minutos para formagao de cor, resfriados em banho
de gelo e adicionados 8,0 mL de solugdo 50 mM de tartarato duplo de sédio-potéssio para
estabilizacdo de cor.

A absorbancia foi medida em espectrofotometro Beckman Coulter, modelo DU640,
a 540 nm, contra o branco. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 pmol de &cido galacturénico por minuto (UA =
umol/mL/min) segundo uma curva padrdo estabelecida com acido o-D-galacturdnico

(Fluka Chemica, massa molecular 212,16) como agucar redutor.
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4.3.2. ATIVIDADE DE PECTINA LIASE (PMGL)

A atividade pectinolitica de pectina liase (polimetilgalacturnato liase, PMGL) foi
baseada no aumento da absorbancia decorrente da formag¢do de produtos urénicos 4,5
insaturados, proposto inicialmente por Albersheim (1966). A dupla ligacdo conjugada entre
os C4 e C5 resulta na absorbancia a 235 nm na luz ultravioleta.

Um mL de substrato — solug@o 0,5% de pectina citrica (Sigma) em tampao citrato-
fosfato pH 5,5 — foi incubado em banho a 40°C por 15 minutos para estabilizagdo de
temperatura. Em seguida 1,0 mL de extrato enzimatico foi adicionado e a reacao incubada a
40°C por 1 hora e 3,5 mL de HCI 0,5 M foram adicionados para paralisar a reagao.

O coeficiente de extingdo molar dos produtos insaturados €35 = 5550 Mlem™! foi
utilizado para o célculo de atividade UA = (AA/eass). 10° (nmol/mL/min), onde AA é o

aumento de absorbancia por minuto.

4.4. SELECAO DE LINHAGENS PRODUTORAS DE AROMAS DE FRUTAS

Os microrganismos pectinoliticos produtores de aromas de frutas foram
selecionados em um meio de cultura contendo 5% de frutose e 0,5% de extrato de levedura.
50 mL do meio foram adicionados em frascos erlenmeyer de 250 mL e autoclavados a
121°C e 1 atm de pressdo por 15 minutos. Apos resfriamento do meio as linhagens foram
inoculadas e os frascos incubados em shaker rotatorio a 25°C e 100 rpm por 72 horas para
avaliar a capacidade do microrganismo em produzir algum aroma de fruta.

As linhagens foram selecionadas segundo um painel ndo treinado de provadores,

através de descri¢des sensoriais percebidas e intensidades dos aromas.
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4.5. PRODUCAO DE AROMAS DE FRUTAS EM MEIO CONTENDO RESIDUO

AGROINDUSTRIAL

O meio de cultivo para a produgcdo de aromas frutais por microrganismos
pectinoliticos constituia de 10% (p/v) de residuo agroindustrial — casca de café seco ou
bagagco de uva — e 2% (p/v) de glicose. 50 mL de meio foram incubados em frascos
erlenmeyer de 250 mL, autoclavados a 121°C e 1 atm de pressdo por 15 minutos,
resfriados, inoculados com as linhagens selecionadas e acondicionados em shaker rotatorio
a 25°C, 100 rpm por um periodo de até 120 horas.

O teor de pectina (determinagdo de dacido galacturdnico) foi obtido segundo
McCready & McComb (1952). Os agucares soltiveis de 10 g de residuo foram extraidos
com 100 mL de etanol 70% por 1 hora. A fase solida foi separada e seca em estufa a 30°C
por aproximadamente 30 minutos. Um grama do extrato seco foi umedecido com alcool
etilico 95% e 200 mL de solucdio de verseno 0,5% (sal tetrasédico de 4cido
etilenoaminatetracético) foram adicionados, o pH foi ajustado para 11,5 com NaOH 1N e
incubado a 25°C por 30 minutos para desesterificacdo da pectina e pectinatos. Apds esse
periodo, o pH da mistura foi ajustado para 5,0-5,5 com acido acético glacial e 100 mg de
pectinase comercial (Vinozym FCE G, Novo Nordisk) foram adicionados, permanecendo
em banho a 25°C por 1 hora para hidrélise das substancias pécticas. A solucdo foi filtrada
em papel de filtro Whatman niimero 1 e o volume elevado a 250 mL em baldo volumétrico.
A quantificacdo de 4cido galacturdnico foi realizada com a solucdo obtida, segundo a

metodologia do 4cido dinitrosalicilico.
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4.6. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Ap6s cada periodo de 24 horas os frascos foram retirados do shaker e as amostras
centrifugadas a 10000 rpm, 0°C por 20 minutos e filtradas em papel de filtro Whatman
nimero 1 para separacao das células livres e outras particulas em suspensao.

Os filtrados foram extraidos com trés por¢des consecutivas de 5 mL de solvente
organico, éter:hexano na propor¢do 1:1. As porcdes organicas foram separadas e
acondicionadas em frascos de vidro de 50 mL com septo de borracha e lacre de aluminio e
armazenadas em freezer at¢ o momento da analise cromatografica, quando as amostras
foram concentradas com fluxo de nitrogénio gasoso até¢ um volume final de 2 mL e

acondicionadas em flaconetes de vidro de 5 mL.

4.7. ANALISE DOS COMPOSTOS DE AROMA FORMADOS

Para a analise cromatografica dos compostos de aroma formados foi utilizado um
cromatografo gasoso Chrompack CP 9001 com detector de ionizagdo de chama (FID) e
uma coluna capilar de silica fundida e polietileno glicol como fase ligada HP Innowax (30
m X 0,25 mm X 0,25 pm). As andlises foram realizadas utilizando-se a temperatura inicial
da coluna de 40°C por 1 minuto, aumentando-se gradativamente de 5°C por minuto até
atingir 200°C, onde permaneceu por 5 minutos. A temperatura do injetor foi fixada em
220°C e a do detector em 250°C, empregando como gés de arraste o hélio na vazao de 1,0
mL por minuto em sistema de injec¢ao splitless. O volume de amostra utilizado para injecdo
foi 1 puL e 2-heptanol foi utilizado como padrdo interno.

Os compostos volateis foram analisados em um cromatégrafo gasoso Shimadzu

modelo 17-A, equipado com um detector de massas modelo QP 5000, nas mesmas
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condi¢des cromatograficas descritas anteriormente com a temperatura do detector em
250°C e voltagem de ionizagdo 70 eV.
O indice de Kovats dos composto foi utilizado como um dado complementar para a

confirmacao de identidade dos compostos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE PECTINASES

A selecdo de microrganismos produtores de pectinases foi realizada segundo a
metodologia proposta por McKay (1988), de acordo com o item 4.1.

Das 104 linhagens testadas, 18 foram positivas, ou seja, apresentaram halo de
degradagdo vermelho purpura ao redor do halo da colonia. Isto pode ser atribuido ao fato de
que o isolamento dos microrganismos foi realizado de forma direcionada, ou seja, de fontes
ricas em pectina, como graos de café, cascas de café, folhas de pé de café e frutas citricas e
de materiais relacionados com café, como dgua de lavagem de café¢ despolpado e terra de
cafezal.

Os valores de didmetro total (colonia mais halo), didmetro de colonia e didmetro de
halo (didmetro total menos o de colonia) estdo apresentados na tabela 5.1. Os
microrganismos 15, 17, 31, 37, 39, 70, 98, 99, 125 e 144 apresentaram didmetros de halos
maior ou igual a 1,0 cm.

Das linhagens testadas, 81 cresceram no meio contendo pectina como fonte de
carbono, mas nao foi possivel detectar o halo claro de degradagdo além do halo da colénia.

Cinco microrganismos ndo cresceram neste meio.
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TABELA 5.1. Microrganismos pectinoliticos e correspondentes diametros de halos.

Linhagem Halo total Halo de Halo de
(cm) colonia (cm) pectinase (cm)

2 1,5 1,0 0,5

9 3,5 3,0 0,5
13 2,5 2,0 0,5
15 2,5 1,5 1,0
17 2,5 1,5 1,0
18 2,5 2,0 0,5
19 2,5 1,9 0,6
20 3,0 2,0 1,0
31 5,0 2,0 3,0
37 6,0 4,0 2,0
39 7,0 5,0 2,0
70 3,0 2,0 1,0
73 4,0 3,5 0,5
74 3.3 3,0 0,3
98 4,0 2,0 2,0
99 4,0 1,0 3,0
125 1,3 0,3 1,0
144 3,5 1,0 2,5

5.2. DETERMINACAO DE ATIVIDADE PECTINOLITICA

As amostras fermentadas retiradas a cada 24 horas foram centrifugadas para
separacao do sobrenadante para medida de pH e determinagdo de atividade pectinolitica de
PG e PMGL.

A tabela 5.2 e a figura 5.1 mostram a varia¢ao de pH do meio durante as 96 horas

de fermentacao, o pH inicial era de 5,5.
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TABELA 5.2. Variacao de pH do meio durante as 96 horas de fermentagao.

Alteracao pH com tempo de fermentacio

Linhagem
24 48 72 96

2 5,17 5,16 5,17 5,19
9 5,64 6,77 7,67 7,47
13 4,92 6,32 6,15 7,65
15 5,35 7,44 7,38 7,38
17 5,14 5,21 6,65 6,44
18 5,39 7,59 7,8 7,72
19 5,23 7,63 7,87 7,68
20 5,56 7,76 8,45 8,63
31 5,26 7,62 7,89 7,86
37 5,78 7,19 8,15 8,59
39 5,13 6,53 7,43 8,34
70 4,76 4,89 5,03 5,42
73 6,44 8,19 8,26 8,17
74 4,55 4,92 5,18 5,69
98 5,54 7,82 8,29 8,37
99 5,79 7,8 7,95 7,65
125 5,14 5,18 5,21 5,49
144 5,15 6,11 6,01 5,98

Observa-se que, em geral, ha um leve declinio de pH do meio nas primeiras 24

horas de fermentagao e a partir de 48 horas o valor do pH volta a aumentar.
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Alteracao de pH do meio durante as 96 h de fermentagao para as linhagens testadas
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lin 2 lin9 lin13 1lin15 1lin17 lin18 1lin19 1in20 Ilin21 1in37 1lin39 1in70 1in73 1lin74 1in98 [in99 Iin125 Ilin144

linhagens testadas

OTempoO HW24h O48h O72h M9 h

FIGURA 5.1. Altera¢do de pH do meio durante 96 horas de fermentacao.
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5.2.1. ATIVIDADE DE POLIGALACTURONASE (PG)

A atividade PG foi determinada pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS), com
leitura de absorbancia a 540 nm contra o branco. Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1 umol de &cido galacturénico por minuto.

A tabela 5.3 e a figura 5.2 mostram os valores de atividade obtidos durante as 96
horas de fermentagdo. Os microrganismos 2, 9, 20, 39, 70, 74 e 99 apresentaram unidades
de atividade de PG superiores a 80 pumol de acido galacturénico/mL de extrato bruto

enzimatico/minuto.

TABELA 5.3. Unidade de atividade de PG durante as 96 horas de fermentacgao.

Linhagem UA de PG (umol/mL/min)
24 h 48 h 72 h 96 h
2 148,88 84,60 89,78 35,12
9 52,00 34,18 91,61 16,82
13 27,08 38,34 32,98 20,21
15 6,15 28,25 11,02 13,26
17 13,99 47,47 42,89 0
18 37,69 47,30 34,88 0,42
19 23,32 22,07 24,73 29,86
20 81,63 97,07 132,58 122,58
31 6,60 30,50 38,65 10,00
37 6,98 0 0 0
39 149,36 67,38 44,43 67,70
70 118,12 95,49 115,80 83,07
73 8,17 28,53 26,13 22,10
74 80,49 118,20 116,48 91,20
98 48,26 35,32 27,12 5,72
99 57,03 103,16 30,43 15,34
125 80,44 25,40 36,65 39,93
144 37,09 51,80 37,43 37,72
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Unidades de atividade (UA) de poligalacturonase (PG) para as linhagens testadas
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FIGURA 5.2. Atividade de poligalacturonase (umol/mL/min) durante 96 horas de fermentagdo para as linhagens testadas.
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5.2.2. ATIVIDADE DE PECTINA LIASE (PMGL)

A atividade de PMGL foi baseada no aumento da absorbancia a 235 nm decorrente
da formacao de produtos insaturados.

Aa tabela 5.4 e a figura 5.3 mostram as atividades obtidas para PMGL durante as 96
horas de fermentacdo. As linhagens 17, 18, 31, 37, 73, 74 e 125 apresentaram unidades de
atividade superiores a 1000 mmol de produtos insaturados/mL de extrato bruto

enzimatico/minuto.

TABELA 5.4. Unidades de atividades de PMGL durante as 96 horas de fermentagao.

UA de PMGL (nmol/mL/min)

Linhagem
24 h 48 h 72 h 96 h
2 375,38 537,54 0,91 3,52
9 253,75 822,82 885,89 310,81
13 5223,72 0 0 94,59
15 0 894,89 0 2475,98
17 837,84 1249,25 169,67 611,11
18 1827,33 63,06 1418,92 102,10
19 0 256,76 611,11 297,30
20 888,89 76,58 0,00 1950,45
31 285,29 732,73 1993,99 2057,06
37 459,46 2572,07 1797,30 903,90
39 1247,75 0 132,13 741,74
70 0 414,41 0 250,75
73 1069,07 142,64 280,78 1959,46
74 552,55 211,71 572,07 1102,10
98 833,33 0 180,23 579,58
99 833,33 0 180,23 579,58
125 855,86 1019,52 4030,03 196,70
144 162,16 573,57 52,55 76,58
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Unidades de atividade (UA) de pectina liase (PL) para as linhagens testadas
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FIGURA 5.3. Atividade de pectina liase (nmol/mL/min) durante 96 horas de fermentagao.
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5.3. SELECAO DE LINHAGENS PRODUTORAS DE AROMAS DE FRUTAS

Os microrganismos produtores de pectinases foram cultivados em meio
frutose/extrato de levedura por 72 horas para verificar a capacidade de producdo de aromas
frutais. Apenas linhagens 2 e 37 ndo cresceram neste meio. As demais produziram aromas
frutais agradaveis, de intensidades variaveis, de acordo com andlise sensorial por um painel
ndo treinado de provadores. Algumas das descri¢des de aromas citadas foram: frutal,
abacaxi, péra, banana, péssego, laranja, doce, fermento e solvente.

As linhagens 13, 70, 73, 74, 125 e 144 foram as que apresentaram as maiores
intensidades de aromas frutais, recebendo atribuicdo de valor igual ou maior a 4,
correspondente a percepgdo de “aroma intenso” a “aroma muito intenso”, em uma escala de
1 a 5 na andlise sensorial.

Observando-se os dados de atividade de PG e de PMGL, verificou-se que as
linhagens 70, 73, 74 e 144, mostradas nas figuras 5.4 a 5.7, apresentaram boa atividade
pectinolitica e também produziram aromas de frutas agradaveis durante a fermentacdo em
frutose/extrato de levedura. Estas linhagens foram selecionadas para prosseguirem com as
fermentagdes em meios de cultura contendo residuos agroindustriais para a producdo de

aromas frutais.
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(b)

FIGURA 5.4. Linhagem 70. (a) Fotomicrografia de microcultivo com aumento de 400

vezes. (b) Detalhe de cultivo em placa.
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(b)

FIGURA 5.5. Linhagem 73. (a) Fotomicrografia de coloragdo de Gram com aumento de

400 vezes. (b) Detalhe de cultivo em placa.
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(b)

FIGURA 5.6. Linhagem 74. (a) Fotomicrografia de microcultivo com aumento de 400

vezes. (b) Detalhe de cultivo em placa.
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(b)

FIGURA 5.7. Linhagem 144. (a) Fotomicrografia de coloracdo de Gram com aumento de

400 vezes. (b) Detalhe de cultivo em placa.
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5.4. PRODUCAO DE AROMAS FRUTAIS EM MEIO CONTENDO RESIDUOS

AGROINDUSTRIAIS

Os residuos agroindustriais escolhidos para serem utilizados como fonte de carbono
para a produgdo de aromas frutais por microrganismos pectinoliticos foram casca de café
seco e bagaco de uva.

Os meios de cultura preparados com 10% do residuo (p/v), suplementados ou nao
com 1% de glicose (p/v), apresentaram resultados conforme mostrados nas tabelas 5.5 e
5.6, onde (+) significa a menor e (+++++) a maior intensidade de aromas percebidos pelos

provadores.

TABELA 5.5. Aromas percebidos pelos provadores em meio casca de café seco.

Linhagem Sem glicose Intensidade Glicose 1% Intensidade
70 frutal +++ frutal ++++
doce ++ manga, banana, péssego +++
frutal +++
T frutal ot
73 doce o banana, péra -+
fermentado +++ P
frutal +++ fruta@ iy
74 doce +++ manga, laranja, frutas
+++
floral +++ vermelhas
+4+++
frutal A frutal
banana, péssego +++ banana A
144 ’ doce +H+++
doce -+ L
L acido -+
acido ++++ .
acetaldeido, acetato +++
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TABELA 5.6. Aromas percebidos pelos provadores em meio bagago de uva.

Linhagem  Sem glicose  Intensidade Glicose 1% Intensidade
70 floral +++ frutal ++++
doce de uva +++ doce ++
frutal * frutal +++
floral ++++
73 doce ++++
doce A fermento +++
fermento ++++
frutal +++ frutal A+
74 floral +++ banana, uva +++
doce +++ fruta acida ++++
frutal A+
144 floral +++ doce +++++
frutal ++ solvente, acetato, +++++
acetona

Verificou-se que mesmo nos meios sem suplementagdo de glicose, houve
crescimento microbiano e producdo de aromas frutais, mostrando que as linhagens utilizam
a pectina do meio como fonte de carbono para seu crescimento, o que ndo aconteceu com
bagago de cana seco, outro residuo testado que possui um teor de pectina menor. O
conteudo de pectina (acido galacturonico) obtido para a casca de café seco, bagaco de uva e
bagaco de cana seco, conforme item 4.5, foram 14,7%, 5,9% e 3,7%, respectivamente.

Estas linhagens, quando cultivadas em meio contendo pectina citrica como Unica
fonte de carbono e extrato de malte como fonte de nitrogénio, sdo capazes de crescer e
produzir aromas frutais.

Observou-se que os meios suplementados com glicose obtiveram intensidades de
aroma mais elevadas. Foi verificada a melhor concentragdo de glicose, sendo testadas

concentragdes de 0,5%, 1%, 2%, 5% e 10% de glicose (p/v). As amostras com 72 horas de
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fermentagdo foram analisadas por um painel ndo treinado de provadores, obtendo-se a
concentragdo de 2% de glicose como sendo a melhor, ou seja, os meios que apresentaram
as melhores descri¢des de aromas frutais e as maiores intensidades de aromas.

Os meios de cultura contendo 10% (p/v) de casca de café seco ou bagaco de uva,
suplementados com 2% de glicose foram fermentados pelas linhagens 70, 73, 74 e 144 para
a producdo de aromas, retirando-se amostras a cada 24 horas até 120 horas e posterior

analise cromatografica dos compostos de aroma formados.

5.5. SEPARACAO E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS

FORMADOS

As amostras foram tratadas como no item 4.6 e as andlises cromatograficas foram
realizadas como descrito no item 4.7.

O anexo 1 mostra os componentes do cromatografo utilizado para as andlises e o
anexo 2 mostra os cromatogramas de algumas amostras analisadas.

Os compostos volateis formados, separados e identificados por cromatografia
gasosa e espectrometria de massas e os valores correspondentes do indice de Kovats estdo
apresentados na tabela 5.7. Os espectros de massas de alguns compostos identificados estao

apresentados no anexo 3.
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TABELA 5.7. Compostos volateis separados e identificados por CG-EM e respectivos

indices de Kovats (IK).

COMPOSTO IK IK teérico
experimental
Acetona’ 825 827
Acetato de etila' 876 878
Etanol' 945 944
Alcool isobutilico? 1113 1116
Alcool isopentilico’ 1229 1230
3-metil-3-buten-1-o0l* 1256 -
3-metil-2-buten-1-ol* 1307 -
2-butanona-3-hidroxi’ 1332 1333
Acido acético’ 1480 1479
Acido isobutirico’ 1593 1592
Acido butirico® 1656 1652
Acido 2-metil butanoico’ 1673 1674
Alcool benzilico? 1880 -
2-feniletanol” > 1900 > 1900

! compostos identificados por co-injecio de padrio puro e indice de Kovats.

2 compostos identificados por co-injecdo de padrio puro, espectrometria de massas e indice
de Kovats.

3 compostos identificados por espectrometria de massas e indice de Kovats.

* compostos tentativamente identificados.

A quantificagdo dos compostos acetona, acetato de etila, etanol, alcool isobutilico,
2-butanona-3-hidroxi, acido acético, acido isobutirico, acido butirico e 2-feniletanol foi
realizada segundo uma curva padrdo para cada um dos compostos.

As tabelas 5.8 a 5.15 e as figuras 5.4 a 5.11 mostram os valores obtidos para os

compostos formados para cada uma das linhagens em ambos os meios de cultura.
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TABELA 5.8. Compostos formados pela linhagem 70, meio casca de café, durante 120

horas de fermentagao.

C (mg/L)

24 h 48 h 72 h 96h 120h
acetato etila 423,37 110,20 49,15 498 33,30
etanol 11,98 7,52 594,71 16,09 33,37

alcool isobutilico 68,44 12,82 - - -
acido isobutirico 57,25 - -

acido butirico 13,03 - 9,01 - -
2 feniletanol 5,83 5,92 1,38 0,25 0,56

(—) ndo detectado

Composto

Compostos formados pela linhagem 70 em meio casca de café

600

500
400 7]
o
g 300 |
© 200 +

100

0 | - [ A =
acetato etila etanol alcool isobutilico  acido isobutirico  acido butirico 2 feniletanol
Compostos
‘ 024h W48h O72h O9%h MW120h

FIGURA 5.8. Compostos formados pela linhagem 70 em meio casca de café seco.
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TABELA 5.9. Compostos formados pela linhagem 73, meio casca de café, durante 120

horas de fermentagao.

C (mg/L)
24 h 48 h 72 h 9% h 120h
acetato etila 1380,12 1134,74 823,96 592,48 206,76

Composto

etanol 902,25 969,19 445,41 114,19 43,22
alcool isobutilico 161,33 197,61 158,92 168,30 159,96
acido acético - 154,62 112,74 165,56 62,05
acido isobutirico 42,59 48,81 4343 56,99 68,37
2 feniletanol - 1,69 - - 1,23

(—) ndo detectado

Compostos formados pela linhagem 73 em meio casca de café

1400 —

1200

1000
= 800 |
£
—= 600 +
(8]

400 +

200 1

] T e cem ™
0 T T
acetato etila etanol alcool isobutilico  acido acético  acido isobutirico 2 feniletanol
Compostos
O24h MW48h 0O72h [O9%h MW120h

FIGURA 5.9. Compostos formados pela linhagem 73 em meio casca de café seco.
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TABELA 5.10. Compostos formados pela linhagem 74, meio casca de caf¢, durante 120

horas de fermentagao.

Composto C (mg/L)
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
acetona 620,63 539,39 312,26 258,04 276,07
acetato etila 115,99 - 4,66 - -
etanol 30,17 37,41 31,56 - -
2 butanona 3 hidroxi - - - 49,74 -
acido acético 19,72 - — - -

acido butirico 6,05 5,60 6,70 5,89 3,60
(—) nao detectado

Compostos formados pela linhagem 74 em meio casca de café

0 il i ‘ 1 =

acetona acetato etila etanol 2 butanona 3 acido acético acido butirico
hidroxi

Compostos
O24h W48h O72h O9%h MW120h

FIGURA 5.10. Compostos formados pela linhagem 74 em meio casca de café seco.
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TABELA 5.11. Compostos formados pela linhagem 144, meio casca de café, durante 120

horas de fermentagao.

Composto C (mg/L)

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
acetona - - 1,90 - -
acetato ctila 212,38 712,95 686,58 261,88 289,60

etanol 313,67 1345,03 112,63 355,07 315,95

alcool isobutilico 84,18 94,38 88,96 92,98 125,29
2 butanona 3 hidroxi 59,76 49,90 17,53 74,88 81,09
acido acético 57,93 55,50 37,32 29,31 20,62
acido isobutirico 27,69 36,09 38,19 16,67 26,77
acido butirico 29,93 - - - -
2 feniletanol 5,96 5,19 3,48 4,60 2,22
(—) ndo detectado

Compostos formados pela linhagem 144 em meio casca de café

1400,00
1200,00
1000,00
o
g 800,00
<2}
é 600,00
O 400,00
200,00
tracos
0,00 ‘ —= ‘
acetona acetato etanol alcool 2 acido acido acido 2
etila isobutilico butanona  acético isobutirico butirico feniletanol
3 hidroxi
Compostos

0O24h E48h O72h 0O9%h MW120h

FIGURA 5.11. Compostos formados pela linhagem 144 em meio casca de café seco.
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TABELA 5.12. Compostos formados pela linhagem 70, meio bagaco de uva, durante 120

horas de fermentagao.

C (mg/L)
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
acetato etila 50,97 75,96 68,13 14,53 -

Composto

etanol - 104,54 - - -
alcool isobutilico 0,92 0,18 - - 9,95
2 feniletanol 1,89 - 6,46 - 2,13

(—) ndo detectado

Compostos formados pela linhagem 70 em meio bagago de uva
120
100
80
g
g 60
© 4]
20 -
0. ] | | m . o
acetato etila etanol alcool isobutilico 2 feniletanol
Compostos
'O24h m48h O72h O96h WM120h |

FIGURA 5.12. Compostos formados pela linhagem 70 em meio bagago de uva.
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TABELA 5.13. Compostos formados pela linhagem 73, meio bagaco de uva, durante 120

horas de fermentagao.

C (mg/L)
24 h 48 h 72 h 96h 120h

acetona - - - 6,45
acetato etila 1458,06 1023,70 1116,34 - -
alcool isobutilico 27,25 31,11 30,25 21,84 -
acido isobutirico 44,20 72,37 122,38 101,48 68,02
2 feniletanol 1,67 - - - -
(—) ndo detectado

Composto

Compostos formados pela linhagem 73 em meio bagago de uva

1600

1400

1200

1000

800

C (mg/L)
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400

200
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0 T T T T

acetona acetato etila alcool isobutilico acido isobutirico 2 feniletanol

Compostos

m24h mW48h O72h O9%h I120h‘

FIGURA 5.13. Compostos formados pela linhagem 73 em meio bagago de uva.
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TABELA 5.14. Compostos formados pela linhagem 74, meio bagaco de uva, durante 120

horas de fermentagao.

C (mg/L)
24 h 48 h 72h  96h 120 h
acetato etila 17,31 12,84 9,47 - -

Composto

etanol - 179,15 - - -
alcool isobutilico 0,39 1,46 0,55 - 2,64
2 feniletanol - - 1,86 - -

(—) ndo detectado

Compostos formados pela linhagem 74 em meio bagago de uva

200

180

160
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FIGURA 5.14. Compostos formados pela linhagem 74 em meio bagaco de uva.
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TABELA 5.15. Compostos formados pela linhagem 144, meio bagago de uva, durante

120 horas de fermentacao.

Composto C (mg/L)
24 h 48 h 72 h 96h 120h
acetona - - - 1,56 1,53
acetato etila 75,23 1372,23  2026,71 771,73 -
etanol 83,38 - 12,15 - -
alcool isobutilico 17,34 36,35 46,10 57,84 42,56
2 butanona 3 hidroxi — - 31,94 61,97 51,72
acido acético - 17,20 43,62 79,69 -
acido isobutirico 12,73 24,11 22,94 31,09 23,09

(—) nao detectado

Compostos formados pela linhagem 144 em meio bagago de uva

2500
2000 —
Q 1500
[}
E
o 1000
500
tracos
0 : . | 1 = — 1
acetona acetato etila etanol alcool 2 butanona 3  acido acético acido
isobutilico hidroxi isobutirico
Compostos

O24h MW@48h O72h O9%h MW120h

FIGURA 5.15. Compostos formados pela linhagem 144 em meio bagaco de uva.
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Segundo um painel nao treinado de provadores, o meio casca de café apresenta os
melhores descritores de aromas e as maiores intensidades de aromas que o meio bagaco de
uva. As analises cromatograficas indicam uma quantidade maior de compostos formados
neste meio € em maiores concentragdes.

Acetato de etila foi o composto formado por todas as linhagens, em ambos os
meios, seguido de etanol.

As linhagens 73 e 144 mostraram ser as melhores produtoras de aromas em ambos
os meios, produzindo uma maior quantidade de compostos e em maiores concentragdes que

as linhagens 70 e 74.
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6. CONCLUSOES

Das 104 linhagens testadas, 18 apresentaram halo de degradacdo vermelho purpura
além do halo de coldnia. Isto pode ser atribuido ao fato de que o isolamento dos
microrganismos foi realizado de forma direcionada, isto ¢, de fontes contendo pectina,
como café e frutas citricas e materiais relacionados com café.

Dentre os microrganismos pectinoliticos, as linhagens 70, 73, 74 e 144 foram as que
apresentaram os melhores e mais agraddveis aromas de frutas durante a fermentacdo em
meio frutose/extrato de levedura, sendo selecionadas para prosseguirem com as
fermentagdes em meios de cultura constituidos de residuos agroindustriais contendo
pectina. Estas linhagens, quando cultivadas em meio contendo pectina citrica como unica
fonte de carbono, se desenvolveram e produziram aromas frutais, demonstrando sua
capacidade de metabolizar pectina através da produgdo de enzimas pectinoliticas e posterior
producdo de aromas frutais, e quando cultivados nos meios contendo residuos sem
suplementag¢do de glicose também foram capazes de se desenvolver e de produzir aromas.

Os residuos agroindustriais utilizados para producdo de aromas foram casca de café
seco e bagaco de uva, suplementados com glicose, pois apresentaram maior intensidade de
aroma.

De acordo com as andlises realizadas por CG-EM, os compostos formados durante o
periodo de fermentacdo foram acetona, acetato de etila, etanol, 4lcool isobutilico, dlcool
isopentilico, 2-butanona-3-hidroxi, 4cido acético, acido isobutirico, acido butirico, acido 2-
metil butandico, dlcool benzilico e 2-feniletanol, produzido em diferentes combinagdes e

em diferentes concentragdes pelas linhagens selecionadas.
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De acordo com um painel nao treinado de provadores, o meio casca de café foi o
que produziu os melhores descritores e as maiores intensidades de aromas que o meio
bagaco de uva. As andlises cromatograficas mostraram que neste meio houve uma maior
producdo de compostos volateis € em maiores concentragoes.

As linhagens 73 e 144 foram as que produziram, em ambos os meios, os melhores
aromas frutais, um maior numero de compostos € em maiores concentragdes que as
linhagens 70 e 74, podendo ser utilizadas para a producdo de compostos de aromas frutais
em outros meios de cultura, visando a possivel utilizagao destes compostos em alimentos.

Para a continuidade do trabalho, podemos sugerir o estudo das linhagens 73 e 144,
em meios de cultura contendo outros tipos de residuos agroindustriais para a produgao de
aromas frutais, outros tipos de extracdes dos compostos de aroma formados durante a

fermentagdo e o estudo da viabilidade de aplicacdo dos compostos formados.
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ANEXO 1

CROMATOGRAFO
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ANEXO 2

CROMATOGRAMAS
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Meio café

Linhagem 70, 24 h de fermentagao.

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (MARIANAVAMST0232.D)
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Linhagem 74, 48 h de fermentagao.
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Meio uva

Linhagem70, 48 h de fermentagao.
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ADC1 A, ADCT CHANNEL A (MARIANAVAMST0280.D)
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Linhagem 74, 48 h de fermentagao.

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (MARIANAVAMST0302.D)
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ANEXO 3

ESPECTROS DE MASSAS
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