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RESUMO

Uma linhagem de levedura previamente isolada e selecionada pelo
Laboratorio de Bioguimica de Alimentos da Unicamp, foi identificada
através de suas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas

como sendo Pichia membranaefaciens.

Esta levedura foi testada em diversas condigdes de cultivo, tais
como variagio da composigio do meio de culfura, pH do meio,
temperatura e tempo de incubagdo, visando a obtencfo de aromas de

fritas.

Foram selecionadas as fontes de carbono: glicose, frutose ¢ manose,
bem como autolisado de levedura e extrato de levedura como fontes de
nitrogénio, para o estudo dos parimetros para a produclo de aromas de

frutas.

Os principais compostos voliteis produzidos por Pichia
membranaefaciens nos meios de cultura selecionados foram: acetato de
etila, isobutanol, 1-butanol, propanoato de etila, 4lcool isoamilico, alcool
n-amiflico, acetato de isoamila, acetato de n-butila, caproato de etila ¢
alcool feniletilico. Estes compostos foram analisados por cromatografia
gasosa ¢ identificados através de cromatografia gasosa ¢ espectrometria de

massa.

A producgio dos compostos volateis por Pichia membranaefaciens,
foi influenciada principalmente pela composigdo dos meios de cultura,

pelo tempo e temperatura de incubagfo. Os rendimentos maximos de cada
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composto foram registrados em varias condigbes de fermentacio.
Entretanto, para a maioria dos compostos volateis formados, o periodo que

apresentou mator rendimento foi ap6s 72 horas de incubagio, a 30°C.

A sintese de acetato de etila, principal composto produzido por P,
membranaefaciens, ja comeca na fase ativa de crescimento. Os diferentes
compostos apresentam rendimentos maximos em momentos diferentes. Os
resultados mostraram que a composicio de meio de cultura, as condigBes
de fermentacdo e a escolha da linhagem determinam a natureza e

quantidade de cada composto volatil produzido.

Pode-se concluir que existem possibilidades interessantes
utilizando-se P. membranaefaciens na sintese de acetato de etila. Os altos
rendimentos e a especificidade dos compostos volateis dependem das
fontes de carbono e de nitrogénio e das condi¢des de fermentagio.
Portanto, é essencial entender o mecanismo ¢ os vias bioguimcas que estéo
envolvidas na formaciio dos compostos volateis de aroma de frutas,

produzidos por P. membranaefaciens.



SUMMARY

A vyeast strain, previously isolated and selected in the Food
Biochemistry Laboratory of the University of Campinas, was identified
from its morphological, biochemical and physiological features as being

Pichia membranaefaciens.

This yeast was tested under several growth conditions, such as
variation of culture medium composition, pH, temperature and

incubation time, with the objective of producing fruit flavors.

For this purpose, the following carbon sources were selected for
testing: glucose, fructose and mannose, and autolysed yeast and yeast

extract as nifrogen sources.

The main volatile compounds produced by Pichia
membranaefaciens on the selected media were: ethyl acetate, isobutanol,
1-butanol, ethyl proponate, iso-amyl alcohol, n-amyl alcohol, i1so-amyl
acetate, n-butyl acetate, ethyl caproate, phenylethyl alcohol. These
compounds were analysed by gas chromatography and identified by gas

chromatography-mass spectrometry.

The production of volatile compounds by Pichia
membranaefaciens, was influenced mainly by the culture medium
composition and incubation time and temperature. The maximum vyields
of each compound were registered under several fermentation conditions,

However, for most of the volatile compounds formed, the incubation
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time presenting the greatest yield of the volatile compounds was 72

hours of incubation at 30°C.

The synthesis of ethyl acetate begins already in the active phase.

The differents compounds reach na optimum each at a distinct moment.

The results showed that the culture medium composition, the

fermentation conditions and the choice of the strain determine the nature

and the proportion of each volatile compound.

It may conclued that there are interesting possibilities in using P.
membranaefaciens for the bio-synthesis of ethyl acetate. High yields and
especificity of the produced flavor compounds depend on the type of
carbon and nitrogen sources and the fermentation conditions. In this

respect, its is essential to understand the mecanism and the biochemical

background of flavor compounds formation in P. membranaefaciens.
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I - INTRODUCAO

Aroma ¢ um dos mais importantes atributos dos alimentos e bebidas.
Afualmente, os consumidores estio dando preferéncia aos alimentos que
apresentem ingredientes naturais, que cada vez mais estdo substituindo oz
aditivos quimicos. Para atender a esta crescente demanda do mercado
consumidor, os processos biotecnologicos estdo sendo usados para produzir

diversos aditivos para a industria de alimentos.

A produgic de aromas por via biotecnolégica para alimentos tem sido
empregada hi anos. O uso de microrganismos tem ocupado um papel
importante na historia de alimentos tradicionais. Os diferentes tipos de aromas
de queijo dependem do tipo de microrganismo usado na inoculagfo. Bebidas
alcodlicas, pies, iogurtes e algumas carnes curadas possuem aromas
caracteristicos devido a acfio microbiana. Fungos e leveduras sdo conhecidos

pela propriedade de fornecer varios aromas de frutas em meios apropriados.

A produgio biotecnol6gica de aromas naturais tem crescido muito nestes
Gltimos anos na Industria de alimentos. Isto é devido aos avangos cientificos
nos processos biotecnologicos, utilizando microrganismos ou enzimas como
alternativas & sintese quimica e a extragio vegetal. Além disso, 0s recentes
desenvolvimentos de técmicas de andlise, tais como cromatografia gasosa-
espectrometria de massas, cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizagéo do

infra-vermelho, tém colaborado para este desenvolvimento.

O processo biotecnoldgico é de grande interesse para a indistria de
aromas, pois pode permitir a produgfio, em grande escala, de tmportantes

insumos flavorizantes a custo relativamente baixo. Os compostos gerados sdo



denominados naturais, sendo portanto mais valorizados no mercado que
aditivos quimicos artificiais, além de outras vantagens relacionadas ac uso de

microrganismos na producdo de aromas.

O aroma em alimentos ¢ formado de compostos volateis derivados de
precursores mais complexos, tais como proteinas, gorduras, vitaminas e 6leos
essenciais. As enzimas presentes nos alimentos ou introduzidas neles através do
metabolismo de microrganismos, também desempenham um papel importante

no desenvolvimento de aromas em alimentos.

A maioria dos aromas naturais ¢ o resultado de misturas de compostos
quimicos, encontrados em baixas concentracbes. As substincias encomntradas
mcluem ésteres, aldeidos, cetonas, lactonas, 4dlcoois e outras moléculas
complexas resultantes do metabolismo secundério de plantas ou de algumas

fontes naturais.

Nos dltimos dez anos, 0s processos microbianos sdo o8 mais promissores
na produgdo de compostos aromatizantes puros ou de misturas complexas, pois
suprem as exigéneias de pureza e estereoespecificidade, eliminando a formacio
de misturas racémicas. Desta forma, € possivel obter-se aromas com perfis

tipicos, com alto rendimento, além de serem considerados naturais.

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de formacio de aromas
de frutas através de levedura previamente selecionada, em diferentes condicdes
de fermentacdo. A identificacfio e a quantificacfio dos compostos volateis foram

realizadas neste trabalho, assim como a identificaco da levedura.



II - REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracdes Gerais sobre Producio de Aremas

‘A utilizagdo de microrganismos em alimentos, com o propdsito de
produzir aromas, ja existe hd centenas de anos. Primeiramente, seu uso era
devido ao aumento de vida de prateleira, ocasionado pelos processos
fermentativos (a converso do leite em iogurte, por exemplo). Enfretanto, em
alimentos e bebidas fermentados, a agdo microbiana nfo apenas aumenta a vida
de prateleira, mas também auxilia a producio de aromas caracteristicos, e que

por este motivo persistem até hoje em dia (GATFIELD, 1986, 1995).

A maioria dos aromas naturais sdo o resultado de misturas de CONMPOStos
quimicos, biologicamente ativos, e a maioria apresenta estruturas complexas
possuindo varios grupos funcionais, encontrados em baixas concentractes
(SARIASLANI & ROSAZZA, 1984). Em frutas frescas estdo abaixo de 30ppm.
Em mags ja foram identificados 60 dlcoois, 43 4cidos e 125 ésteres; em banana
foram encontrados 56 4lcoois, 39 4cidos e 84 ésteres e em morango, 42 alcoois,

34 acidos € 117 ésteres (WELSH, 1994; BOELENS et al., 1995).

Os compostos quimicos responsiveis pelos aromas caracteristicos sio:
alcoois, acidos, ésteres, cetonas, lactonas, aldeidos (GATFIELD, 1995), e outras
moléculas complexas que resultam do metabolismo secundério de plantas
(HAMILTON-KEMP et al., 1996) 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
(ARMSTRONG & BROWN, 1986; WELSH, 1994; KOGAN & FREEMAN,
1994; MANLEY, 1993).



Bactérias, fungos e leveduras podem servir como biocatalisadores na
produgio de produtos naturais. Tais microrganismos, através de seus sistemas
enzimdticos, alteram metabolicamente as estruturas de uma ampla faixa de
compostos organicos. As enzimas microbianas sfo capazes de realizar reagdes
de biossintese ou de degradagdo; podem também fazer biotransformagdes, que
podem conferir beneficios aos microrganismos (SARIASLANI & ROSAZZA,
19843,

A Organizagfio Internacional da Indistria de Aromas separa em quatro
classes as substincias aromatizantes: A primeira classe é a de materiais naturais
obtidos de plantas ou de animais, ou estes materiais processados para o
consumo humano, A segunda refere-se aos concentrados de aromas naturais ou
de substincias puras obtidas por métodos fisicos. A terceira sfo substincias
aromatizantes “idénticas as naturais”, obtidas por sintese quimica ou através de
reagOes quimicas desde a matéria-prima. E a dltima sfo substincias
aromatizantes artificiais que sdo substincias quimicas sintéticas, as quais nfo
foram identificadas como componente natural de um alimento (HERRAIZ,

1960; HEATH & REINECCIUS, 1986; NATZ, 1986).

Os compostos volateis podem ser formados a partir de diferentes vias
metabdlicas de lipidios. Estas vias incluem a p-oxidagfo, clivagem de
hidroxidcidos (lactonas) e oxidag@io por enzimas lipoxigenases. Enquanto os
produtos primarios s#io aldeidos e cetonas, varias oxidacOes, reducdes e
esterificagdes também fornecem quantidades substanciais de 4cidos, alcoois,
lactonas e ésteres (HEATH & REINECCIUS, 1986, TRESSL & ALBRECHT,
1986).



Tabela 1: Substancias dos tipicos compostos de aromas formados:

Nutrientes Compeostos de Aroma
Carboidratos
Ghicose Acidos Organicos:
Frutose Acido pirttvico, acido acético, acido butirico,
Sacarose acido hexanoico, dcido octandico, etc.
Esteres:
Piruvatos, acetatos, propionatos, butiratos, etc.
Alcoois:
Etanol, propanol, butanol, hexanol, octanol,
Aldeidos:
Acetaldeido, propanal, butanal, hexanal, octanal.
Terpenos:
Monoterpenos, linalool, limoneno, «-pineno,
citronelal, citral, geranial.
Aminodcidos
Alanina Acido pirtivico, acetaldeido, etanol.
Valina Isopropanal, isopropanol, a-cetodcido-isobutirico,
Leucina 3-metilbutanal, 3-metilbutanol.
Isoleucina 2-metilbutanal, 2-metilbutanol
Fenilalanina Benzaldeido, fenilacetaldeido
Serina ]
Treonina t Acido piritvico, tiazoles, glioxal
Glicina |
Cisteina/cistina J

Acidos Graxos
Acido hnoléico

Acidos Orgénicos
Acido citrico
Acido oxaloacético
Acido malico
Acido latico
Vitaminas
Carotendides
[-Caroteno

trans-2-trans-4-decadienal, hexanal, propanal, cis-
3-hexanol, trans-2-pentanal

)

tAcido glioxilico, glioxal, acido pirfivico, etanol
|aceta1deido,

J

B-ionona

Fonte: HEATH & REINECCIUS, 1986.



As vias biossintéticas dos microrganismos podem ser manipuladas para
produzir certas moléculas que s3o, normalmente, limitadas a pequenas
quantidades pelos mecanismos regulatorios celulares. Pesquisadores tém
desenvolvido técnicas para selecionar linhagens mutantes, nas quais o processo
regulatorio € alterado para que o metabélito possa ser produzido em maiores
quantidades (ARMSTRONG & BROWN, 1986; SCHARPF et al, 1986;
JANSSENS et al,, 1992; WELSH, 1994).

Tabela 2: Exemplos de aromas produzidos por microrganismos € seus

constituintes quimicos:

Microrganismes

Descriciio Sensorial

VYolateis Produzidos

Bactérias

Streptococcus sp.

Lactobacillus sp.

Propionibacterium sp.

acido, manteiga
acido, manteiga

azedo, acido

acetaldeido, diacetil,
acetoina
acetaldeido, diacetil,
acido latico
acetoina, aldeidos

Leveduras

Saccharomyces sp.

Geotrichum sp.
Sporobolomyces sp.
Hansenula sp.
Kiluyveromyces sp.

péo, fermentacio
alcodlica
meldo
péssego
floral, odor de solo
frutas, rosas

lactonas, alcoois,
tiocompostos
etil ¢steres, alcoois
lactonas
etil ésteres
fentletanol, ésteres,
terpenos

Fungos

Aspergillus sp.
Penicillium sp.

Ceratocystis sp.

cogumelo
cogumelo

banana, péssego,
ameixa, pera

alcoois insaturados
2-fenil-etanol,
metilcetonas
alcoois, lactonas,
ésteres

Fonte: WELSH, 1994,



Em geral, compostos voléteis sdo metabdlitos secunddrios, isto é, sdo
substancias produzidas pelo microrganismo, mas que nfio sdo essenciais para ¢
seu metabolismo (ABRAHAM, 1993; JIANG, 1995). Os ésteres formados por
fungos e leveduras sfo exemplos de metabdlitos secundarios. A producio de
¢steres seria o mecanismo responsédvel pela remociio de 4cidos e glcoois da
celula e do meio, pois, se houvesse um acimulo destes compostos, poderia ser
toxico para a célula (SCHARPF et al., 1986; LATRASSE & DAMERON,
1988). Metabdlitos secundarios contribuem para a sobrevivéncia do
microrganismo, podendo inibir competitivamente espécies que poderiam ocupar
o mesmo nicho. Sugeriu-se que, com fungos, a liberacio de voldteis no
ambiente ajudaria a regular seus competidores, estimularia a germinacfio de
esporos, além de servir como atrativos (SCHARPF et al., 1986). Em macis, um
dos compostos, o 2-metilbutanoato ésteres, além de contribuir no aroma, serve

como atrativo de insetos (ROWAN et al., 1996).

Microrganismos que produzem metabdlitos secundarios geralmente
sofrem um periodo de crescimento logaritmico, onde a sintese de metabdlitos
secundéarios ¢ desprezivel. Quando a cultura estd na fase estacionaria,
normalmente a producfo destes metabélitos ¢ aumentada (SCHARPF et al,,

1986).

A matoria dos aromas sdo produzidos por sintese quimica ou por extracio
vegetal. Os compostos sintetizados quimicamente apresentam algumas
desvantagens. Uma delas ¢ que nfo podem ser considerados substancias
naturais € ndo t€m o mesmo valor econdmico que aromas naturais. A estrutura
complexa de certos aromas dificulta a sintese quimica ¢ ha formacio de
misturas racémicas indesejaveis, além da crescente aversiio dos consumidores a

aditivos quimicos (WELSH, 1994; JANSSENS et al., 1992),



Durante muito tempo, as plantas foram a tmica fonte de compostos de
aroma e a maioria destes aromas foram isolados de 6leos essenciais
(KEMPLER, 1983, JANSSENS et al., 1992). Entretanto, os componentes ativos
sensorialmente estfio frequentemente presentes em pequenas quantidades ou
entdo ligados 2 outras substincias. o que acarreta uma redugdo no suprimento
de matéria-prima, gastos com isolamento. Outra desvantagem da extracfio de
plantas, ¢ a forte dependéncia de fatores que dificultam o controle do produto,
tais como a influéneia do tempo, o risco de doencas. Todos estes fatores
influem diretamente na variabilidade, na quantidade e na qualidade do produto
final (SCHINDLER & SCHIMD, 1982; KEMPLER, 1983: LUGAY, 1986;
JANSSENS et al, 1992; ABRAHAM & BERGER, 1994; WELSH, 1994;
CHRISTEN & MUNGUIA, 1994 ¢ KRINGS et al., 1995).

A produgdo de aromas a partir de microrganismos, plantas ou de tecido
animal requer o entendimento do processo bioquimico da formacfo destes
compostos volateis, a sna natureza quimica, além das reagdes ndo-enzimaticas
que poderiam alterar ou destruir aromas desejdveis. A identificacio das
substancias precursoras destes compostos aromatizantes possibilita aplicacdes,
onde o aroma poderia ser gerado na preparagiio do alimento, o que resultaria
num forte impacto com perda minima durante o armazenamento e estocagem.
Com todas estas informagdes ¢ com o auxilio da Engenharia Genética,
microrganismos sintetizariam aromas em guantidades comerciais a um custo

razoavel (LUGAY, 1986).

Proteases, lipases ¢ carboidrases sfio enzimas que podem produzir
precursores de aromas. Microrganismos manipulados geneticamente seriam
fettos para produzir enzimas mais eficientes, promovendo alta especificidade ao

substrato e com atividade 6tima. Tais microrganismos podem produzir enzimas



que sdo eficientes sob condicGes de processamento de alimentos, como por

exemplo, producio de enzimas estaveis 3 altas temperaturas (LUGAY, 1986).

O uso de microrganismos pode oferecer um método alternativo para a
produciio de aromas e fragincias naturais (SCHARPF et al,, 1986), pois
apresentam mnovas possibilidades para producio rapida e controlada dos
compostos, além de apresentarem um sistema simples de estudo das vias
biossintéticas, que estio envolvidas na formacdio de compostos volateis
(KEMPLER, 1983). Utilizam matéria-prima de baixo custo e de facil aquisi¢io
para producdo de substancias que podem ser aplicadas em diversas inddstrias,

principalmente na inddstria alimenticia.

Os microrganismos representam uma fonte econdmica de enzimas, que
podern ser aplicadas para aumentar ou alterar o aroma de alimentos. As enzimas
podem ser utilizadas diretamente no alimento, como aditivo, liberando ou
produzindo precursores de aroma, ou também como corretivas de “off-flavor”
causados pela presenga de compostos especificos (KEMPLER, 1983;
GATFIELD, 1988).

Microrganismos também podem ser usados na producdo de compostos
que ndo estdo disponiveis através de outras fontes biolégicas ou quimicas. A
estereoespecificidade do sistema enzimatico elimina a formacio de misturas
racémicas, particularmente nos casos de isémeros Opticos com propriedades
sensoriais distintas, podendo obter-se aromas com perfis tipicos (KEMPLER,
1983; GATFIELD, 1988; HERRAI7, 1990), aumentando o rendimento e
atendendo as caracteristicas complexas de aromas que nio podem ser criadas
pela mistura de componentes quimicos conhecidos. Além disso, os compostos

produzidos através de processos biossintéticos sdo considerados naturais,



contanto que as matérias-primas sejam naturais, um fato que vem ganhando
importincia atualmente (KEMPLER, 1983; SCHREIER, 1986;: BERGER et al.,
1988; WELSH, 1994; CHRISTEN & MUNGUIA, 1994,).

Uma outra vantagem é a transformagio de compostos precursores em
produtos de alto valor devido a alta seletividade, ou compostos quimicos
somente disponivels em baixos rendimentos por métodos quimicos (MANLEY,
1995). Os microrganismos sio capazes de transformar compostos quimicos
mdividuais por hidroxilagio, oxidagdo, ruptura, rearranjo ou reduciio, dificil de
ocorrer por reagdes convencionais (KEMPLER, 1983; SCHINDLER &
SCHMID, 1983; DRAWERT, 1988; CHRISTEN & LOPEZ-MUNGUIA,
1994).

Em geral, reacbes microbianas oferecem suplementos a sintese quimica.
As enzimas dos microrganismos atacam em posi¢cdes moleculares nfio afetadas
por meétodos quimicos, porque as posicdes nio podem ser suficientemente
ativadas ou requerem um nimero de etapas intermediarias. H& uma combinacio
de mltiplas reages na fermentaco, que pode ser programada para ocorrer em
uma sequéncia especifica com microrganismos adequados. As reacdes
microbianas sfo realizadas sob condi¢des suaves (BERGER et al, 1988). O
grande mimero de células e altas taxas de crescimento podem permitir que
certos microrganismos sejam forcados a realizar reagOes Unicas. Baixas
velocidades de reagiio podem ser superadas pelo grande niimero de células, alta
taxa de crescimento e também pela facilidade de manipulaciio das vias

metabolicas através das condigfes ambientais (SCHARPY et al., 1986).

Alternativas possiveis para producio de compostos aromatizantes sfo

realizadas através de métodos biotecnolégicos e o uso de biocatalisadores para
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snas sinteses: células de plantas e cultura de tecido, microrganismos e enzimas.
Até o momento, os processos microbianos parecem ser a maior promessa de
produgiio de compostos flavorizantes puros ou misturas complexas. Muitos
microrganismos sio capazes de produzir aromas, através da fermentagiio de
nutrientes simples, tais como: agiicares e aminoacidos. O entendimento das vias
bioquimicas dos microrganismos pode ser muito informativo para aumentar a
producio de oleos essenciais pelas plantas. Microrganismos também podem
catalisar conversdes especificas de precursores adicionados ou mtermediarios,
um processo chamado de bioconversfio. A possibilidade de bioconversio regio-
especificas, com ou sem sintese quimica complementar, ¢ importante para a

resolugiio de isdmeros dpticos (JANSSENS et al., 1992).

Ha grupos de compostos de aromas, de importancia industrial, tais como:

terpenos, lactonas, pirazinas, ésteres, 4cidos, alcoois, etc.

Terpenos sfio frequentemente os mais importantes componentes
responsaveis pelo aroma caracteristico dos éleos essenciais. A grande maioria
dos terpenos ¢ produzida por fungos, os quais podem ser enconfrados em
pinheiros podres e pertencem aos Ascomicetos e Basidiomicetos, Estes fungos
sdo adequados aos processos biotecnoldgicos devido ao seu comportamento nos
meios de cultura: crescendo tanto em meios sélidos como em meios liquidos,
ambos de composi¢do simples e apresentam estabilidade ao atrito. Assim,
representam uma alternativa as tradicionais fontes vegetais, alguns exemplos
seriam os géneros: Ceratocystis, Bjerkandera, Ishnoderma (JANSSENS et al.,
1992).

Os terpenos sdo excelentes substratos para bioconversdes estereo-

especificas. Um exemplo ¢ a bioconversio da mistura racémica DL-mentol, que

il



¢ sintetizado quimicamente. Os isdmeros sdo esterificados, principalmente a
acetatos, formiatos, propionatos ou succinatos. Microrganismos ou esterases
isoladas, sdo entdo usadas para hidrolizar os ésteres do L-mentil para L-mentol.
No Jap@o, varios trabalhos estdo sendo realizados nesta 4rea, uma vez que a

demanda de L-mentol no Japéo ¢ de 500t/ano (JANSSENS et al., 1992).

A degradagio de lipidios (B-oxidac3o) para a produgic de compostos
flavorizantes tem sido explorada h4 muitos anos, principalmente na maturacio
de queijos. Na produgio destes compostos a partir da hidrélise de triglicer{deos
por enzimas lipoliticas, hd libera¢do de acidos graxos livres. Estes dcidos graxos
livres podem ser tdxicos para o microrganismo e por isso, s3o convertidos a
ésteres de coenzima A (CoA) antes de serem catabolizados (FERON et al.,

1996).

Em 1973, STANLEY & TUBBS detectaram o actmulo de intermediarios
durante a P-oxidagdo do palmitato, na mitocéndria intacta. Esta descoberta
idicou que seria possivel explorar a Via da P-oxidagio para se obter um
importante grupo de compostos naturais (lactonas). O precursor usado para a
produgdo de lactona € um 4cido graxo hidroxilado. Dependendo da posigdo do
grupo hidroxila na cadeia alifatica, este dcido poderia levar 4 formagiio de y ou

de &-lactona (citado por FERON et al., 1996).

As lactonas estdo associadas aos aromas de frutas, manteiga, doce ou de
nozes (LABOWS et al,, 1979; TRESSL & ALBRECHT, 1986). A maioria das
lactonas ¢ produzida quimicamente, mas o uso de microrganismos pode ter
grandes vantagens quando comparado 3 sintese quimica, especialmente para a
produgio de lactonas opticamente ativas (GATFIELD, 1995). O Trichoderma

viride ¢ um fungo do solo que, quando inoculado em um meio simples de
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crescimento, gera um aroma caracteristico de coco. Isto se deve & presenca de 6-
pentil 2-pirona, cuja concentragio é de 170mg/1. Ja a levedura Sporobolomyces
odorus produz 1-6 mg/l de 4-decalactona, resultando num aroma intenso de
péssego. Tyromyces sambuceus também produz 4-decalactona (TAHARA &
MIZUTANI, 1975; JANSSENS et al., 1992).

Pirazinas sdo compostos heterociclicos contendo nifrogénio. Conferem
aromas tipicos de alimentos aquecidos, tostados, normalmente formados na
reagdo de Maillard (LU et al. 1997). Poucos microrganismos sfo capazes de
sintetizar estes compostos (JANSSENS et al, 1992). Um mutante de
Corynebacterium glutamicum ¢ capaz de converter certos aminoacidos,
incluindo leucina, isoleucina e valina, em quantidades 1mportantes de

tetrametilpirazina (3 g/l em 5 dias de fermentagio) (GATFIELD, 198 ).

Entre os compostos mais importantes na inddstria de aromas de alimentos
destacam-se os ésteres, que conferem diversos aromas de flores e frutas e
conferem aroma a alimentos fermentados. Podem ser obtidos industrialmente
recorrendo a microrganismos especificos ou mediante a lipases por esterificagio
direta ou transesterificagdo (HEATH & REINECCIUS, 1986; HERRAIZ,
1690).

Esteres  siio produzidos em pequenas quantidades por alguns
microrganismos, poucos sdo capazes de formar quantidades significativas de
Esteres. Vérias leveduras do género Saccharomyces ¢ Hansenula produzem
acetato de etila a partir de glicose on de etanol. Saccharomyces sp. produz
baixas concentragdes de acetato de etila, enquanto  Hansenula produz

quantidades significantes de éster. Candida utilis também produz quantidades
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considerdveis de acetato de etila a partir de glicose. (ARMSTRONG et al. 1984;
ARMSTRONG, 1986).

Os ésteres sfio compostos importantes de aromas de frutas e nelas estio
presentes em baixas concentragdes, em torno de 1 a 100 ppm. O metabolismo
de lipidios fornece um grande nimero de 4cidos e lcoois, que podem sofrer
esterificagfo, formando uma variedade de ésteres. Em leveduras, a esterificacio
¢ controlada por enzimas intracelulares {TRESSL & DRAWERT, 1973;
HEATH & REINECCIUS, 1986). Alguns microrganismos sio capazes de
sintetizar 3-metilbutil 3-metilbutirato, que resulta num aroma de macd. J4 a
formaciio de “off-flavors” em leites pasteurizados e queijos, é devido
produglo de etil butirato e etil hexanoato por certas bactérias 4cido laticas e

especies de Pseudomonas (JANSSENS et al., 1992).

Esteres de cadeia curta também podem ser produzidos através da
bioconversdo de precursores apropriados. Os dlcoois sfo convertidos pela
levedura Hansenula mrakii em seus acetatos correspondentes, com um alto
rendimento (mais do que 90% para 3-metil butil acetato). Os ésteres produzidos
volatilizam-se durante o processo aerdbico e sfo adsorvidos em carvio ativado.
O concentrado resultante, obtido da desorgfo do carvio ativado, pode ser usado

como aroma natural de banana. (GATFIELD, 1988; WELSH, 1994)

A produgdo de 4cidos via microrganismos € importante para o aroma de
muitos alimentos fermentados. Um 4cido produzido por microrganismos
merece destaque, o 4cido lctico. Acido lactico é opticamente ativo, podem
existir na forma L, D ou numa mistura racémica (opticamente inativa)
dependendo apenas do microrganismo envolvido na sua sintese (HEATH &

REINECCIUS, 1986; ALBERTAZZI et al., 1994).
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QOutros acidos também podem ser formados durante a fermentacio. A
maioria dos microrganismos possuem lipases que atacam os triglicerideos,
formando glicerol, monoglicerideos, diglicerideos e 4cidos graxos livres.
Acidos também podem ser derivados da desaminagiio de aminoécidos. Os
produtos sfio 4cidos de cadeia alifatica e 4cidos aromdticos (HEATH &

DRAWET, 1986).

Os alcoois tém a menor contribuicdo no aroma, a menos que estejam
presentes em concentragdes relativamente altas (ppm) ou sejam insaturados {por
exemplo, o 1-octen-3-ol). Alcoois podem surgir da via metabdlica primaéria de
um microrganismo ou pela redugfo de um composto carbonila em seu alcool

correspondente (HEATH & REINECCIUS, 1986).

A produgio de alcoois a partir de aminodcidos pode ocorrer pela
transaminagfio, descarboxilagio e redugdio ou pela desaminagdo oxidativa
seguida de descarboxilagdo e redugdio. Em qualquer que seja a via metabélica, o
produto serd sempre ¢ aminoacide com um carbono a menos € sem O grupo

amino (HEATH & REINECCIUS, 1986).

As cetonas sio compostos importantes no aroma de “blue-cheese”, nos
quais as Cs-C,,, as cetonas do tipo 2-alcanonas s3o responsaveis pelo aroma e
sabor tipicos do queijo Roqueforti. 2-alcanonas podem ser formadas via
bioconversdo de gorduras, 6leos ou 4cidos graxos especificos por Penicillium
roquefortii ¢ alguns outros microrganismos. As lipases do Penicillium liberam
primeiramente os 4cidos graxos, que sofrem [-oxidagdio ¢ descarboxilagdo,
chegando a uma 2-alcanona com um atomo de carbono a menos que o 4cido

graxo original. Os concentrados resultantes podem ser usados, por exemplo, em
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produtos de queljos, nos quais o aroma foi perdido durante o processamento

térmico. Outras aplicagdes sfo em biscoitos, sopas e caldos.

A produgfo destes volateis varia em funco de fatores quimicos, fisicos e
biologicos. O pH do meio de cultura deve ser monitorado e, em muitos casos,
permanecer constante, Temperaturas devem ser rigorosamente controladas
durante a fermentacfo, para maximizar rendimentos. A natureza das fontes de
carbono ¢ de nitrogénio deternmina diretamente a qualidade ¢ a variagio dos
compostos volateis produzidos. A otimizacfio da producio de volateis também
deve levar em conta o estado fisioldgico do microrganismo (SCHINDLER &

SCHMID, 1982; SCHARPF et al, 1986).

As condi¢cles de cultivo, tais como composicdo do meio (fonte de
carbono, nitrogénio, € outros eclementos), pH, tempo de fermentacio,
temperatura de incubac#o, agitacfio ¢ aeracfio, foram identificados como fatores
determinantes do tipo e quantidade dos compostos de aromas produzidos, além
da linhagem do microrganismo (SARIASLANI & ROSAZZA, 1984;
ARMSTRONG & BROWN, 1986; GATFIELD, 1988; SCHARPF et al., 1992;
JANSSENS et al, 1992; WELSH, 1994). Estas variaveis podem estar
envolvidas nos mecanismos fisiolégicos que influenciam nos tipos e
quantidades dos produtos formados pelos microrganismos (SARIASLANI &
ROSAZZA, 1984). Por exemplo, o Ceratocystis moniliformis pode produzir
aroma de banana, citrus € pé€ssego. O aroma produzido depende das fontes de
carbono e nitrogénio usadas na composigdo do meio de cultura e é produzido
apenas apos a deplecdo da fonte de nitrogénio. Apds 5 dias de fermentagido
obtiveram-se 50ug de monoterpenos por miligrama de cultura. O rendimento
foi aumentado com a elevagdo da temperatura e usando altas concentracSes de

asparagina como fonte de nitrogénio A producfo destes compostos quimicos
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apos o desaparecimento de um dado nutriente do meio, € tipico do processo de

metabolismo secundario.(WELSH, 1994)

Muitos 6leos de plantas e aromas naturais, estdo atnalmente disponiveis
somente a precos acima de 50008/Kg. Por exemplo, 4-decalactona sintética, que
oferece aroma de péssego, custa 1505/Kg, enquanto a mesma substancia obtida
de uma fonte natural custa 6.000$/Kg. Isto justifica o crescente interesse na
producdo de aromas naturais por via biotecnoldgica, uma vez que esta se

apresenta como uma alternativa promissora.

Embora muitos processos microbianos sejam capazes de produzir aromas
mteressantes, 0 ndmero de aplicagdes industriais sdo limitadas. Dentre as
principais razdes, estdo os baixos rendimentos (PARLIMENT, 1986; BERGER
et al., 1988; HERRAIZ, 1990; WELSH, 1994), pois a maioria dos volateis sio
produzidos somente em quantidades “tragos” (KOGAN & FREEMAN, 1994),
devido as reacdes energeticamente desfavoraveis. Para substratos especificos, a
produciio ¢ em torno de mll, e em alguns casos, o substrato pode ser
completamente convertido a gas carbOmico e biomassa, sem nenhum actimulo

do produto (SCHARPF et al. 1992; WELSH, 1994).

A produgio de voliteis por fermentacdo resulta em wuma baixa
concentracdo do produto hidrossoluvel em uma grande quantidade de 4gua. Os
volateis presentes nos meios de fermentac8o, na maioria das vezes apresentam
problemas na extracfio e na recuperaclio, o que acarreta em altos custos nos
processos de producfo. Isto é compensado pelo alto valor de mercado de
aromas naturais, de 10 a 100 vezes maior do que aromas sintéticos (HERRAIZ,
1990; JANSSENS et al, 1992). Além disso, devido a sua volatilidade, alguns
produtos podem ser perdidos no fermentador (SCHARPF et al. 1992).
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Normalmente € necessdrio manter a concentragio do produto final no
meio de fermentagio abaixo de determinados niveis, devido a efeitos
toxicol6gicos ou inibitdrios nos microrganismos (FERON et al, 1996). Os
terpendides sdo bons exemplos, pois sfo substdneias tdxicas para
microrganismos (JANSSENS et al., 1992; SCHARPF et al. 1992; WELSH,
1994), No entanto, este tipo de problema pode ser superado com a retirada
continua destes produtos finais do meio de cultura. Uma patente alemi descreve
o uso de uma resina apolar - Amberlite XAD, na recuperacdo de terpenos
produzidos por Ceratocystis sp, tornando possivel rendimento de 2 gramas por

litro de terpenos (JANSSENS et al., 1992),

Muitos volateis produzidos por microrganismos necessitam de longos
periodos de fermentagiio, aumentando o0s custos e como consequéncia,
aumentando também a possibilidade de contaminagdo por microrganismos

indesejados (SCHARPEF et al. 1992).

Alguns microrganismos, tais como os fungos filarnentosos, podem afetar
propriedades reolégicas e a transferéncia de oxigénio do meio de cultura. Meios
de cultura altamente viscosos podem requerer mails energia para agifacdo ¢
aeracfio para a manutencdo do crescimento das células e da producgio de

produtos, Isto encarece o produto (SCHARPF et al. 1992).

Volateis recuperados podem ser misturas de volateis, alguns dos quais
podem ter efeitos deletérios nas propriedades sensoriais do produto final e

devem ser removidos (SCHARPF et al., 1986).

Embora GC-MS seja a técnica mais eficiente para identificacio de

componentes volateis de aromas, algumas limitacSes sdo impostas pela natureza

18



das amostras. A complexidade da mistura de compostos volateis obtidos de
alimentos e as pequenas quantidades nas quais estes compostos sfo obtidos,
necessitam de uma separagdo extremamente eficiente e técnicas de identificagdo
sensivels e especificas. A espectrometria de massas fornece informagfo baseada
no modo de fragmentacdo dos compostos orginicos, que sdo ionizados,
usualmente por bombardeamento de elétrons. Os perfis de fragmentacdo que
sdo fragmentacdes e/ou rearranjos especificos de fons moleculares podem ser
usados na identificagio da estrutura molecular dos compostos de aroma

(MORTON & MACLEOD, 1982).

Na maioria das vezes, 0s compostos aromatizantes estdo presentes apenas
em “traco”, em sistemas heterogéneos, dificultando o seu isolamento e a sua
identificaciio. Os aromas gerados biologicamente sfc frequentemente
complexos e incluem uma larga faixa de polaridade, desde hidrocarbonetos
apolares até compostos carbonilas altamente polares. As técnicas apropriadas
para a anélise de componentes de baixo peso molecular devem ser diferentes
daqueles para constituintes de alto ponto de ebuli¢do. Deve-se levar em
consideracio que muitos compostos de aroma gerados biologicamente, sio

instaveis (MORTON & MACLEOD, 1982; PARLIMENT, 1986).

Apesar das dificuldades apresentadas, alguns compostos flavorizantes ja
estio sendo produzidos em larga escala. Recentemente, a BASF (Alemanha)
comecou a producio de 4-decalactona, que confere aroma de péssego. O
processo envolve a bioconversdo por Yarrowia lipolytica de 6leo de mamona. O
dleo é extraido por prensagem das sementes de Ricinus communis que ¢
composto por 80% de um triglicerideo de 12-hidroxi-9-octadecaendico (acido

ricinoléico). As leveduras hidrolizam o trigliceridec e depois os acidos graxos
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sao metabolizados na B-oxidacdo, resultando na formagfo de 4-decalactona. O

rendimento ¢ em torno de 6g/1 (JANSSENS et al., 1992),

2.2 Microrganismos Produtores de Aromas

TAHARA et al. (1973) descreveram a caracterizagdo quimica de
constituintes  voldteis neutros em meio de cultura cultivado com
Sporobolomyces odorus. Os constituintes volateis foram extraidos com éter
etilico e analisados por cromatografia gasosa e espectrometria de massa. Os
compostos 1identificados foram: alcool metilico, &lcool etilico, &lcool
isobutilico, alcool n-butilico, &lcool isoamilico, alcool n-amilico, &lcool
benzilico e 4lcool feniletilico. Os aldeidos: formaldeido, acetaldeido, além de
benzaldeido, fenil-acetaldeido, acetona e metil etil cetona, formiato de etila,
acetato de etila e di-n-butil fialato, y-decalactona e 4cido 4-hidroxi-cis-6-

dodecaendico e y-lactona.

LANZA et al. (1976) relataram a producdo de aroma por cultura de
Ceratocystis moniliformis. A avaliagio sensorial demonstrou que a qualidade ¢
intensidade do aroma variavam de acordo com a composicdo do meio de cultura
& com a idade das culturas. Para a identificaciio dos constituintes voldteis em
culturas que apresentaram aroma de fruta: banana, péssego-pera ¢ citrus, foi
utilizada a combinagiio de cromatografia ¢ espectrometria de massas. O
acompanhamento da produgfio dos compostos volateis foi realizado através de
cromatografia gasosa. Os compostos identificados por cromatografia £as0sa €
espectrometria de massas foram: etanol, acetato de etila, acetato de n-propila,
acetato de isobutila e acetato de isoamila. Os resultados indicaram o
microrganismo Ceratocystis moniliformis cormo uma fonte potencial de aromas

de frutas.
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DRAWERT & BARTON (1978) descreveram o processo de biossintese
de monoterpenos a partir de glicose, pela levedura Kluyveromyces lactis. Os
monoterpenos: citronelol, linalol e geraniol, foram produzidos em cultura
aerobica submersa. Sua biossintese ndo necessiton de precursores especiais.
Citronelol ¢ linalol foram produzidos em torno de 50ug/l, enquanto geraniol foi
detectado somente em tracos. Quando foram alteradas as condigdes de
fermentacdo do meio de cultura, foi possivel influenciar a obtengdo de
monoterpenos. Para o citronelol, com o aumento da temperatura ¢ com o uso de
concentracdes elevadas de asparagina como fonte de nitrogénio, este composto

foi formado em alta taxa.

ARMSTRONG et al. (1984) estudaram a conversdo de etanol para
acetato de etila utilizando Candida wtilis. Em condigdes de aeragfio apropriada,
verificou-se grandes rendimentos de acetato de etila. Esta conversfio foi inibida
pela suplementac@o com Fe™ e o pH 6timo para conversdo foi relatado ser entre

5,0a7,0.

SARRIS & LATRASSE (1985) cultivaram o fungo Fusarium poage em
caldo de malte e identificaram a presenga de um forte odor de frutas. O aroma
predominante de péssego em calda, foi identificado como sendo cis-6-dodecen-
4-olide, que foi a mais abundante lactona presente no meio, com uma
quantidade de 2,0 mg/L. Para a identifica¢fio foi utilizada cromatografia gasosa
e espectrometria de massas, comparando-se com os dados dos tempos de
retengiio de padrbes auténticos. Os volateis foram extraidos com diclorometano
destilado, utilizando-se 3 extracdes, que foram posteriormente concentradas. Os
concentrados foram fracionados em coluna de silica reidratada a 25%. As

fracDes isentas de aroma foram descartadas. O forte aroma de frutas fol devido
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as seguintes lactonas: penta, hexa, hepta, octa, nona, deca, undeca, dodeca, cis-

6-dodecen-4-olide ¢ decalactonas.

JANSSENS et al. (1988) estudaram a produgdo de ésteres por
Geotrichum penicillatum. A composi¢io da fracdo volatil foi analisada por
cromatografia gasosa e espectrometria de massas. Foram identificados os
seguintes componentes: acetato de propila, crotoato de etila, propionato de
1sobutila, valerato de etila, butirato de isobutila, iso-hexanoato de etila,
propionato de isopentila, hexanoato de etila e B-fenil etil acetato. A produgio
dos diferentes ésteres ocorreu em momentos diferentes do crescimento do
microrganismo. Os acetatos foram formados apos 57 horas de fermentacio,
propionato e butirato apds 75 horas, isobutirato apos 87 horas e posteriormente
a sintese de isovalerato. A alta produtividade ¢ especificidade dos ésteres
produzidos dependeram do tipo de fonte de nitrogénio ¢ da adicio de

precursores.

Em 1988, LATRASSE & DAMERON estudaram a producio de ésteres
pelo microrganismo Geotrichum candidum mutante (Staron). Quando este
microrganismo cresceu em meio de cultura contendo glicerol, uréia, L-
asparagina, dcido trico ou alantoina foi produzido um forte aroma de frutas,
semelhante ao aroma de marmelo. A analise de volateis feita por cromatografia
gasosa - espectrometria de massas (GC-MS) revelou a presenca de duas classes
principais de volateis: alcoois e ésteres. Os ésteres foram de dois tipos: ésteres
etilicos e ésteres isobutilicos. Os ésteres responsaveis pelo aroma de frutas
predominante na cultura foram derivados de 4cidos graxos de cadeia pequena,
como propandico, butandico e 2-metilbutandico. Através de analise sensorial
pelo “sniffing”, no cromatégrafo gasoso, foi verificado que o aroma de

marmelo foi sentido durante a elui¢fio de isobutanoato de etila, enquanto que o
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aroma de levedura foi percebido durante a eluigdo do 2-fenil etanol. As
concentragGes da maioria dos volateis foram inferiores a 1 ppm. Os ésteres
produzidos desapareciam no quarto dia de fermentagdo, enquanto o pH do meio
aumentava. Além dos ésteres foram identificados os dlcoois isobutanol, 2-metil
butanol e 2-fenil etanol. Tais dlcoois sio relatados como sendo originados dos

aminoacidos; valina, leucina e fenilalanina.

YOSHIZAWA et al. (1988) inocularam Neuwrospora sp ATCC 46892 em
trés diferentes meios de cultura lfquidos, a temperatura de 30°C, ¢ verificaram a
producdo de aroma agradével de frutas. Os componentes volateis foram
identificados através de cromatografia gasosa. Nos resultados obtides houve
predominancia do composto hexanoato de etila, e também a presenca de 3-metil
I-butanol e acetoina. Na analise quantitativa, foi encontrado mais do que 30
ppm de hexanoato de etila, durante 3-4 dias de fermentacio. Estes resultados
sugeriram que o hexanoato de etila produzido pelo fungo Neurospora, é o
responsavel pelo forte aroma de fruta (péssego, pera ou macgd). E, quando
comparou-s¢ a quantidade produzida do composto pelos meios de cultura,
constatou~se que o meio mais adequado & produciio de hexanoato de etila foi o

meio contendo extrato de malte.

YAMAUCHI et al. (1991) estudaram a producfo de aroma por varias
linhagens de Neurospora. Foram examinadas doze linhagens de Neurospora
ATCC 46892. As linhagens foram inoculadas em caldo de malte 5% ¢
desenvolvidas aerobicamente a 30°C de 3 a 5 dias. Os voldteis foram extraidos
¢ analisados, sendo o meio previamente saturado com cloreto de sodio. A
extragdo for feita com acetato de etila e a andlise fo1 realizada por cromatografia
gasosa ¢ espectrometria de massa. Todas as linhagens estudadas tiveram um

bom crescimento em caldo de malte. As linhagens de Neurospora sp. e
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Neurospora sitophila IFO 4596 produziram aroma caracteristico de frutas e de
cogumelo, porém as outras nfo produziram nenhum aroma nestas condicdes. As
linhagens de Neurospora ATCC 46892 produziram cerca de 39 ppm de
caproato de etila (responsavel pelo aroma de frutas) enquanto que a linhagem de
Neurospora sp. produziu 15 ppm de referido éster. As linhagens produziram
quantidade significante de alcool isvamilico e acetofna. Neurospora sp. e
Newrospora sitophila TFO 4596 apresentaram 1,65 e 20,1 ppm respectivamente
de 1-octen-3-ol, substincia responsavel pelo aroma de cogumelo dentre outros

CONIPOstos.

PASTORE et al. (1994), através de isolamento de linhagens de leveduras
obtidas de pélen de flor, frutas maduras e plantas, isolaram uma linhagem de
Geotrichum sp. de mamfo. A linhagem selecionada foi cultivada em irés
diferentes meios de cultura: Meio G - 5% de glicose ¢ 40 ml de extrato de
levedura aquoso por 100 ml de meio; Meio F - 5% de frutose e 40 m! de extrato
de levedura aquoso por 100 m! de meio e o terceiro meio usado foi YM sem
agar. Os compostos produzidos foram identificados através de “Dynamic
Headspace” e por cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas
Apds dois dias de incubagio, a 30°C, foi verificada a presenca de aroma que se
assemelha ao de mac¢3 e morango através de testes sensoriais. O total de
compostos encontrados foi de 22, sendo que os de maior concentracdo foram
identificados como: acetato de etila, 2-propanol, propionato de etila, butirato de
etila, isovalerato de etila, 2-metil {-propanol, 3-metil 1-butanol e hexanoato de

etila,

FABRE et al. (1995) cultivaram Kluyveromyces marxianus em um meio
definido ¢ verificaram a formacio de um forte aroma de banana, que

provavelmente seja devido a producio de acetato de isoamila. Foram analisados
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os alcoois, aldeidos, acidos e ésteres através da cromatografia gasosa
combinada com espectrometria de massa. Os resultados revelaram que os 4cidos
foram produzidos apds 63 horas, em diferentes niveis, enquanto a biossintese de
ésteres comegou apds 70 horas de fermentagdo. As mudangas cinéticas em cada
um dos compostos durante 120 horas de fermentagfio foram diferentes, porque
sio usados varios caminhos metabolicos. Além disso, tais variagOes na
concentracio de cada componente foram dependentes da sua prépria
volatilidade. A producio destes compostos veio, em alguns casos, através do
metabolismo de carboidratos e em outros casos, do metabolismo de
aminoacidos presentes no extrato de levedura. Em outras culturas de K. lactis,
houve grandes diferengas nos resultados qualitativos e quantitativos
dependendo apenas das condi¢des de cultivo, a composigdo do meio ¢ a
linhagem de levedura. Os compostos predominantes foram: alcool isoamilico,
4lcool 2-feniletilico e 4acido isobutirico, com 180 mg/l, 400mg/l e 290 mg/l
respectivamente. A morfologia celular de Kluyveromyces marxianus foi alterada
durante a fermentacdo, as células da levedura tornaram-se irregulares ¢
alongadas. Isto seria devido ao fato dos produtos secunddrios serem toxicos e,

portanto, sendo os responsaveis pelas modificagdes morfologicas.
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1H - OBJETIVOS

1) Estudar as condig@es de cultivo tais como: composi¢do do meio de
cultura, pH do meio, temperatura de incubacfio, visando a obtencio de
pardmetros para produciio de aromas naturais de frutas, através da levedura

Pichia membranaefaciens.

2) Identificar os compostos de aroma de frutas produzidos por levedura,

nos meios de cultivo selecionados, de forma qualitativa e quantitativa.

3) Identificar a levedura utilizada neste trabalho, quanto ao género e

espécie.
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IV -MATERIAIS E METODOS

4.1. ISOLAMENTO E SELECAO DA LEVEDURA

A selecdo desta linhagem de levedura foi realizada pelo Laboratorio de
Bioguimica de Alimentos da FEA - UNICAMP, através do isolamento de 753
Hinhagens de leveduras, obtidas de amostras de frutas e vegetais de varias

regides do Brasil.

4.1.1. Estudo da Composicio de Meios de Cultura na Producio de

Aromas de Frutas

A levedura previamente selecionada, foi testada em diferentes meios de
cultura, quanto as fontes de carbono e nitrogénio, com o objetivo de se
determinar, de forma qualitativa e quantitativa, a melhor composi¢io do meio

de cultura para a producfio de aromas de frutas.

4.1.2. Efeito das Fontes de Carbono na Produciie de Aroma de Frutas

Frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 30 ml do meio composto por: 20
ml de autolisado de levedura, 10 mi de dgua destilada e 5% das seguintes fontes
de carbono: glicose, sacarose, frutose, maltose, lactose, amido, galactose e
manose, previamente esterilizados por 15 minutos a 121°C com 1 atm de

pressio, foram inoculados com 10° células de suspensiio de indculo da levedura.

Os frascos Erlenmeyer foram incubados por periodos de 24, 48, 72 ¢ 96
horas & temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C com agitacfo de 100 rpm. Apés o8

periodos de fermentagdo, os meios de cultura foram centrifugados a 10.000 rpm
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por 10 minutos, o sobrenadante foi recolhido e seu pH foi determinado. A
massa celular foi lavada duas vezes para a remogio de residuos do meio. A
matéria seca foi quantitativamente determinada, secando-se as células a 100°C
por 24 horas, até peso constante. A formagfio de aroma de fruta for

acompanhada sensorialmente apds cada 24 horas de incubagio.

Preparacao do autolisado de levedura:

O autolisado de levedura foi preparado aquecendo-se, a 80-85°C, 150 g
de fermento biologico em 2 litros de dgua destilada por | hora e 30 minutos.
Apbds o resfriamento, a mistura ¢ centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a

0°C, o sobrenadante foi denominado de autolisado de levedura.

4.1.3. Efeito das Fontes de Nitrogénio na Produciio de Aromas de

Frutas

Eim frascos Erlenmeyer de 250 mi contendo 30 ml do meio composto por:
30 ml de Agua destilada, 5% das fontes de carbono selecionadas ¢ 0,5% das
seguintes fontes de nitrogénio: extrato de levedura, extrato de malte, peptona,
uréia, NaNO,, (NH,),S0, e (NH,)CL, foi inoculada uma suspensdo de celulas em

uma concentracio de 10° células/ml.

Os frascos Erlenmeyer foram incubados a 25°C por periodos de 24, 48,
72 ¢ 96 horas com agitagio de 100 rpm. A formagio de aroma de fruta foi

acompanhada sensorialmente apds cada 24 horas de fermentagao.
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4.1.4, Efeito da Temperatura de Incuba¢io na Produciio dos

Compostos Voliteis pela Levedura LB-250

Prascos Frlenmever de 250 ml contendo 30 ml dos meios
glicose/autolisado de levedura, glicose/extrato de levedura, frutose/autolisado
de levedura, frutose/ extrato de levedura, manose/autolisade de levedura e
manose/extrato de levedura foram inoculados com uma suspensdio de 10°
células/ml e incubados em agitador rotatério nas temperaturas 20°C, 25°C,

30°C e 40°C, com agitagdo de 100 rpm durante 96 horas.

4.1.5. Efeito do pH Inicial do Meio de Cultura na Produgio de Massa
Celular Seca da Levedura LB-250

Os meios de cultura selecionados (glicose/autolisado de levedura,
glicose/extrato de levedura, frutose/autolisado de levedura, frutose/extrato de
levedura, manose/autolisado de levedura ¢ manose/extrato de levedura) tiveram
seus pHs iniciais corrigidos para 4,0, 5,0, 6,0 € 7,0 pela adicfio de NaOH 0,1M
ou HCH 0,1M.

Os frascos contendo os meios de cultura selecionados foram esterilizados
por 15 minutos a 121°C com 1 atm de pressdo, € inoculados com uma
suspensdo de 108 células/ml, sendo incubados em agitador rotatdrio a 25°C com

agitacio de 100 rpm por 96 horas.

4.1.6. Determinaciio da Curva de Crescimento da Levedura LB-250

Frascos Erlenmeyer de 50 ml contendo 30 ml de meio de cultura

composto por 20 ml de autolisado de levedura, 10 ml de agua destilada e 3% de
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glicose, previamente esterilizados por 15 minutos, a 121°C, com 1 atm de
presséo, foram inoculados com uma suspensdo de 10¥ células/ml. O pH inicial
do meio foi de 4,2. Os frascos foram incubados em agitador rotatorio, &
temperatura de 25°C, com agitagio de 100 rpm. Apdés os tempos pre-
determinados de incubacio, os frascos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10
minutos, a 0°C. O sobrenadante foi recothido e seu pH foi medido. A massa
celular foi lavada duas vezes para remogio de residuos do meio, e colocada em
vidros de relégio previamente secos, em estufas, por 24 horas, a 100°C ¢
pesados. Os vidros de relégio contendo as massas celulares foram colocados em
estufas a 100°C por 24 horas e apds este periodo, foram pesados. A quantidade

de massa celular seca foi determinada pela diferenca de peso.

42. ANALISE E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS
VOLATEIS POR CROMATOGRAFIA GASOSA- FID

4.2.1 Condicdes de Anilise por Cromatografia Gasosa

4.2.1.1 Preparo das amostra para analise no CG

Os compostos volateis presentes nos sobrenadantes dos meios de cultura
centrifugados, foram extraidos com o solvente organico diclorometano.
Sessenta mililitros de cada sobrenadante dos meios de cultura foram colocados
em funil de separagio, e os voldteis foram extrafdos com 90 ml de
diclorometano em porcdes sucessivas de 30 ml de diclorometano. As fases
organicas foram secas com sulfato de sédio anidro (Na,SO,) e acondicionadas

em frascos de vidro, lacrados com septo de borracha e tampa de aluminio. Os
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frascos contendo as amostras foram armazenados em freezer a -10°C até analise

cromatografica.

4.2.1.2 Condic¢bes Cromatograficas

Foi utilizado um cromatégrafo gasoso Chrompack CP 9001 com detector
de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida CP Sit 5CB
(60 m x 0,25 mm x 0,25um). As analises foram realizadas utilizando a
temperatura inicial da coluna de 40°C por 4 minutos, aumentando-se
gradativamente de 10°C por minuto até 150°C, onde permaneceu por 5 manutos.
A temperatura do detector foi fixada em 280°C, a temperatura do injetor a
250°C, empregando como gas de arraste o hidrogénio na vazio de 1,0 ml por

minuto em sistema de injegdo splitless.

4.2.2 Condicdes de Andlise por CG-MS

Foram realizadas algumas andlises, utilizando um cromatdgrafo gasoso
acoplade a um detector seletivo de massa Shimadzu, modelo QP 5000. A
coluna de separagio foi de silica fundida (60 m x 0,25 mm x 0,25um) Shimadzu

85, utilizando-se as mesmas condigdes cromatograficas referidas no item

42.1.2.

Os espectros de massas de cada um dos constituintes das amostras foram
comparados com dados da biblioteca compativel com as classes quimicas dos
compostos em estudo. Também foram identificados através do tempo de
retencéio relativo ao dos padrBes auténticos. As dreas dos picos foram calculadas
para se determinar a concentragfio destes vol4teis presentes no meio. Foi

utilizado um potencial de ionizagfio no detector no valor equivalente a 7 2eV.
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4.3 IDENTIFICACAO E TAXONOMIA DA LEVEDURA LB-250

4.3.1. Consideracoes gerais:

O estudo taxondmico da levedura LB-250 foi efetuado utilizando-se a
metodologia recomendada por KREGER-VAN RIJ (1984) ¢ BARNETT et al.
(1990), que consiste na classificagio baseada em caracteristicas de morfologia,
de reproduciio vegetativa, reprodugio sexuada e testes fisioldgicos €

bioguimicos.

4.3.2. Caracteristicas da Reproduciio Vegetativa

4.3.2.1. Crescimento em meio liquido

Caracteristicas morfolégicas como: arranjo, forma das células ¢ o tipo de
divisdo celular, foram analisadas através da anélise microscopica apés o
crescimento da linhagem em tubos de ensaio contendo 6 mi de meio GYP caldo
(2,0% de glicose, 0,5% de extrato de levedura, 1 ,0% de peptona) a 27°C por 48
horas. Caracteristicas como: formacdo de sedimento, pelicula e anel também

foram observadas periodicamente neste meio (7, 14 ¢ 21 dias).

4.3.2.2. Crescimento em meio sdélido

Para estudo das caracteristicas morfolégicas em meio so6lido, a cultura foi
inoculada em placas de Petri contendo GYP agar (2,0% de glicose, 0,5% de
extrato de levedura, 1,0% de peptona e 2,0% de agar), a 27°C, por 48 horas.
Foram observadas a forma e o modo de reprodugdo da levedura. As

caracteristicas das colénias em meio de cultura sélido, como: textura, cor,
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superficie, elevagio e aspecto de margens, foram observadas com auxilio de

estereoscopio.

4.3.3. Microcultivo

Algumas leveduras apresentam a caracteristica de formar pseudomicélio
e micélios verdadeiros em determinados meios de cultura. A cultura da levedura
foi inoculada na forma de um tisco em placas de Petri contendo meio CMA
(Com Meal Agar - Difco) e recobertas com laminulas estéreis para observagdo
destas caracteristicas. As placas foram incubadas a 27°C e observadas em

microscopio optico apds 5 a 7 dias de incubago.

4.3.4, Formacio de Balistosporos

Para observar a formacio de balistosporos, foi utilizada a tecnica de duas
placas de Petri unidas por uma fita adesiva, onde uma placa contém meio pobre
em nutrientes (CMA) ¢ a outra contendo meio rico (GYP agar). A cultura foi
inoculada formando um “X” na placa contendo o meio CMA é4gar. Depois, foi
sobreposto o fundo da placa de CMA ao fundo da placa contendo GYP 4gar.
Sobre 0 meio GYP 4gar foi colocada uma laminula estéril, na mesma diregdo do
inéculo. As duas bases das placas de Petri foram unidas assepticamente com fita
adesiva. O conjunto das placas foi incubado a 27°C durante 30 dias. Foi
observado periodicamente a ocorréncia de crescimento da cultura no meio GYP
4gar de maneira idéntica ao risco da cultura (em “X7) inoculada em CMA. O
crescimento indica a formacdo de balistosporos, que sio liberados da cultura
CMA. Os esporos germinam em meio rico (formando uma imagem espelho). Se

a cultura apresentasse a formagdo de balistosporos, seriam preparadas 1aminas a
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fresco, utilizando-se as 1aminas colocadas sobre o meio rico e se observaria a

morfologia dos balistosporos.

4.3.5. Caracteristicas da Reproducfio Sexuada

Para verificar a presenca de ascos e a forma de seus ascosporos, a cultura
foi inoculada em tubos inclinados com os seguintes meios de cultura: acetato
dgar de Fowell (0,5% de acetato de sédio trihidratado, 2,0% de agar, pH
6,5~7,0), gorodkowa 4gar (0,01% de glicose, 1,0% de peptona, 0,5% de NaCl ¢
2,0% de 4gar), YM agar ( 0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de
malte, 0,5% de peptona, 1,0% de glicose e 2,0% de agar), ME agar (5,0% de
extrato de malte e 3,0% de agar) a 27°C. A formag3o de esporos foi observada
periodicamente através da preparagdo de montagem Umida, em intervalos de 5,

7,14, 21, 30 e 40 dias.

Para confirmar a presenca de esporos, foi realizada a coloragio de
esporos pelo método de Virtz. Este método consiste na coloragao das células de
leveduras fixadas em ldminas de vidro com solugiio de 5,0% de verde de
malaquita a 80°C (aquecimento em bico de Bunsen) por 60 segundos, seguido
da lavagem em agua corrente por 30 segundos e posterior coloragdo com
soluciio de safranina por 30 segundos a temperatura ambiente ¢ lavagem em
4gua corrente, As células vegetativas coram-se de vermelho e 0s esporos

sexuais de verde.
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4.3,6. Caracteristicas Fisiologicas e Bioquimicas

Estabelecida a pureza e determinadas as principais caracteristicas
morfolégicas da cultura, foram realizados os testes para a verificacdo das

principais caracteristicas fisiologicas ¢ bioguimicas.

4.3.6.1. Fermentacgio de acucares

A linhagem foi testada quanto & habilidade em fermentar diferentes
carboidratos: glicose, sacarose, maltose, lactose, galactose e rafinose, realizada
de acordo com KREGER-VAN-RIJ (1984). Os carboidratos foram preparados
em solucdes estoques a 6,0%, com excegio da rafinose a 12,0% e foram
esterilizados por filtragio (Millipore) em membranas de celulose (0,22 pm de

porosidade).

O poder fermentativo da linhagem foi verificado em tubos de ensaio com
tubos de Durhan invertidos, contendo 2,0 ml de Meio Basal (0,45% de extrato
de levedura, 0,75% de peptona ¢ solucdio de azul de bromotimol até coloragio
verde garrafa) acrescido de 1,0 ml do carboidrato em estudo. Os tubos foram
inoculados com 0,1 m! de uma suspensdo celular densa de cultura e incubados a
27°C. Os tubos foram agitados diariamente e observados quanto a produgiio de
4cido através da mudanga de coloragio do meio basal para amarelo, ¢ a
formagio de gas capturado no interior do tubo de Durhan. As observagdes

foram feitas por um periodo de 21 dias.

Preparagdo do inéculo: uma pequena quantidade de massa celular,
cultivada por 48 horas em meio YM égar a 27°C, foi suspensa em 2,0 ml de

4gna destilada estéril contida em tubos de ensaio. A concentracgio das células da
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suspensio foi avaliada através do Cartdo de Whickerham (com 3 linhas pretas),
utilizou-se densidade 2 (densidade média - linhas embagadas e difusas). Esta

técnica permite uma estimativa da densidade de células de uma suspensao.

Para efeito de identificagiio s6 foram considerados positivos os tubos que
apresentaram produgfo de gas. A quantidade de gés produzida ¢ a velocidade de
produgfio indicaram o potencial fermentativo da linhagem ¢ o registro dos

resultados foi feito considerando-se:

2) Positivo: quando o tubo de Durhan continha de 1/3 a3/3 de gasem 1 a 3 dias

de incubacio;

b) Lento: quando o tubo de Durhan continha de 1/3 a 3/3 de gis em periodo

superior a 3 dias de incubagio;

¢ Fraco: quando o tubo de Durhan continha apenas bolthas de gés;

d) Negativo: quando nfio havia produgdo de gas.

4.3.6.2. Assimilacio de Compostes de Carbono

Além da fermentagio, as leveduras podem obter energia atraves da
assimilaciio de aglicares realizada aerobicamente. De modo semelhante a
fermentacio, ha diferengas quanto aos compostos que podem ser assimilados
pelas diversas espécies de leveduras no processo respiratorio. Algumas podem
utilizar pentoses (D-xilose, D-ribose), polissacarideos (amido), dlcoois (manitol,
sorbitol), acidos organicos (4cido latico, acido acético € acido citrico) e outros

substratos organicos.
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As fontes de carbono foram preparadas em solugdes estoques a 5,0%,
com excecdo da rafinose a 10,0% e foram esterilizadas por filtragio em
membranas de celulose (0,22 um de porosidade) através de filtro Millipore.
Todas as fontes de carbono foram utilizadas em uma concentragdo final de
0,5%, exceto a rafinose, que foi utilizada a 1,0%. As solucdes de 4cidos

organicos tiveram seus pHs ajustados para 5.6.

Preparagdo do indculo: uma pequena quantidade de massa celular,
cultivada por 48 horas em meic YM agar a 27°C, fol suspensa em 2,0 ml de
agua destilada estéril contida em tubos de ensaio. A concentracio das células da
suspensio foi avaliada através do Cartdo de Whickerham (com 3 linhas pretas),
utilizou-se densidade 2 (densidade média - linhas embagadas e difusas), como

descrito por KREGER-VAN-RIJ (1984). O uso do cartdo visa padronizar as

suspensdes de levedura.

Inoculacdo da linhagem: em tubos contendo 2,0 ml de 4gua destilada foi
adicionado assepticamente 0,25 ml de base nitrogenada para levedura (Yeast
Nitrogen Base) a 6,7% e esterilizada por filtracdo em Membrana Millipore
HAWP 02500 0,45 pm e 0,25 ml das solugdes com as fontes de carbono. Os
tubos foram inoculados com 0,05 ml da suspensfo de células com densidade 2,
e incubados a 27°C por 21 dias. O gran de utilizagio dos compostos foi
deternrinado utilizando o Cartdo Whickerham, apds 7, 14 e 21 dias de
incubacdo. Os tubos com resuitados 0 ou 1 sdo considerados negativos e com
resultados 2 ou 3 sio considerados positivos (a linhagem assimila aquele

determinado composto).
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4.3.6.3. Assimilacio de Nitrato (KNO;)

Leveduras sdo capazes de utilizar vérias fontes de nitrogénio. A
utilizacio de nitrato como fonte de nitrogénio € de grande valor para
identificacio. Espécies que utilizam nitrato também sdo habeis para a utilizagio
de nitrito, porém, o inverso, no se aplica. A utilizacdo de etilamina e L-lisina

siio utilizados também para a identificacdo de espécies de leveduras.

Em tubos contendo 2,0 ml de 4gua destilada estéril fol adicionado 0,25
ml de YCB (Yeast Carbon Base a 11,7%) € 0,25 ml das solucBes com as fontes
de nitrogénio. Foi esterilizado separadamente (por filiragdo em membranas de
acetato com poros de 0,22 pm - sistema Millipore) os compostos nitrogenados
em soluglo aquosa nas seguintes concentragdes: 0,56% de L-lisina, 0,64% de
etilanmina, 0,78% de nitrato de potéssio e 0,26% de nitrito de sédio. Inoculou-se
0,05 ml da suspensdic de c€lulas com densidade 2 nos tubos de assimilagdo e
incubou-se a 27°C por 21 dias. Os tubos foram agitados diariamente. A leitura
foi realizada através do Cartdo de Whickerham, apos 7, 14 ¢ 21 dias de

incubagio.

4.3.6.4. Produciio de Aménia a partir de Uréia

Praticamente todas as leveduras podem utilizar a uréla em baixas
concentragdes no meio de cultura. No entanto, nem todas as leveduras
apresentam a habilidade de hidrolisar a uréia em altas concentragoes,
transformando-a em aménia. Esta caracteristica ¢ um critério importante na

taxonomia.
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A linhagem de levedura foi inoculada em meio uréia agar (0,01% de
glicose, 0,01% de peptona, 0,05% de NaCl, 0,02% de KH,PO, 100mi de
vermelho fenol 0,12%, 2,0% de agar) e incubada a 25°C por 7 dias. A cultura
foi ohservada diariamente. Se houver aparecimento de coloragfo rosa, a reagio

¢ dada como positiva.

4.3.6.5. Teste de Osmotolerincia

Algumas leveduras sdo resistentes as altas pressoes osmoticas, podendo
crescer em substratos com altas concentracdes de aguicar ou sal. Para verificar

esta caracteristica foram realizados 2 testes:

O teste de osmotolerancia 1 verifica o crescimento da cultura em GYP
Agar mais 50% de glicose. A cultura foi repicada em tubo inclinado de GYP
4gar com 50% de glicose. Incubou-se a 27°C por 7 dias. Se houver crescimento

na superficie do meio, o teste ¢ considerado positivo.

O teste de osmotolerincia II verifica o crescimento da cultura em 10% de
cloreto de s6dio mais 5% de glicose. Este teste foi realizado juntamente com 0§

testes de assimilacfio de compostos de carbono.

Em tubo de ensaio contendo 2,25 ml da solugdo de cloreto de s6dio mais
5% de glicose, adicionou-se 0,25 ml de solugdo de YNB (Yeast Nitrogen Base)
a 6,7%. Foi acrescentado 0,1 mi de inéculo com densidade 2 (observada através
do Cartdo de Whickerham). Os tubos foram incubados a 27°C por 21 dias e

agitados diariamente.
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O crescimento da cultura foi observado através do Cartdio de Whickerham
apos 7, 14, 21 dias de incubaglo, de maneira semelhante aos tubos de

assimilacio de carbono.

4.3.6.6. Teste de Crescimento a Temperatura de 37°C

Temperaturas entre 20° e 28°C sio ideais para o crescimento de muitas
espécies de leveduras. Entretanto, algumas espécies com habitats especificos €

restritos crescem em temperaturas superiores ou inferiores a média.

Desta forma, foi realizado o seguinte teste: a cultura da levedura foi
repicada em tubo inclinado GYP 4gar e incubada a 37 °C por 3 a 4 dias. Apds
este perfodo, foi observado se havia crescimento na superficie do meio,

considerando o teste positivo.

4.3.6."7. Teste de Resisténcia a Ciclohexamida

Em relagiio a sensibilidade ao antibittico actidiona (ciclohexamida), as
leveduras podem ser sensiveis, moderamente sensiveis ou insensivels a este
antibiotico. Através de teste em meio liquido, foi verificada a habilidade da
levedura de suportar altos teores de ciclohexamida, em concentragdes de 100
ppm e 1.000 ppm. Este teste foi realizado juntamente com os teste de

assimila¢do de compostos de carbono.

Em dois tubos contendo 2,0 ml de dgua destilada estéril, fo1 acrescentado
0,25 ml de YNB (Yeast Nitrogen Base). Em um dos tubos, foi acrescentado
0,25 mt da solugio de ciclohexamida a 100 ppm e no outro 0,25 ml de solugio

de ciclohexamida a 1000 ppm. Foi adicionado aos tubos, 0,05ml do indculo
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com densidade 2 (observada através do Cartio de Whickerham) e foram
incubados a 27°C por 21 dias, sendo agitados diariamente, O crescimento da
cultura foi observado através do Cartdo de Whickerham, apds 7, 14 e 21 dias de

incubaciio, de modo semelhante aos testes de assimilagdo.
4.3.6.8. Teste de Crescimento em Meio Livre de Vitaminas (VFB)

A necessidade de vitaminas para o crescimento das leveduras ¢ muito
variavel entre as espécies. Esta caracteristica foi verificada através do

crescimento da linhagem em meio liquido desprovido de vitaminas.

Fm tubos de ensaio contendo 2,25 ml de agua destilada estéril, foi
adicionado 0,25 ml de solugdo de meio VEB (vitamin free base). O tubo foi
inoculado com 0,05 ml do inéculo com densidade 2 (observada através do
Cartio de Whickerham ) ¢ incubado a 27°C por 21 dias (com agitacdo
diariamente). O crescimento da cultura foi observado através do Cartdo de

Whickerham.
4.3.6.9. Teste da Atividade da Arbutina

Este teste tem a finalidade de verificar a habilidade das leveduras de
hidrolisar a arbutina pela agdo da P-galactosidase. Os compostos resultantes da
hidrélise da arbutina, em presenca de sais de ferro presentes no meio, acarretam
uma mudanca de coloragiio do meio de cultura, que passa de branco para

marrom escuro devido aos sais de Fe™ presentes no meio.

A cultura foi repicada em tubos de arbutina agar (0,5% de arbutina, 0,5%

de extrato de levedura, 2,0% de 4gar e 1,0ml de uma solucdo 1,0% de citrato
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férrico de amdnia) e incubados a 27°C por 5 a 7 dias. A mudangca de coloragéo

do meio de cultura de branco para marrom, indica resultado positivo.

4.3.6.10. Teste de Produgio de Acido

Certas leveduras produzem 4cido a partir de glicose e esta caracteristica
pode ser verificada através do meio s6lido contendo carbonato de célcio e

glicose.

A cultura foi repicada em tubos inclinados de carbonato de calcio agar
(0,5% de extrato de levedura, 5,0% de olicose, 0,5% de carbonato de calcio e
2.0% de 4gar) e incubados a 27°C, por 5 a 7 dias. Apos 7 dias de incubagdo, 0
icido formado pela linhagem & capaz de dissolver o carbonato de célcio

disperso no meio de cultura, produzindo halos translucidos.

4.3.6.11. Teste de Formacdo de Compostos Amiléides Extra-celulares

Algumas linhagens de levedura, quando crescidas em glicose, formam
polissacarideos extra-celulares, que podem ser observados através de uma
reacgio com iodo.

Apés o crescimento de 21 dias, foi pingado 1 a 2 gotas de solugdo de
fugol ao tubo de glicose do teste de assimilagiio. O tubo foi agitado e sua
coloragiio observada. A cor azul indica a formagdo de compostos amildides,

sendo o teste positivo; a coloragho marrom € indicativo de teste negativo.
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4.3.6.12. Teste Diazonium Blue B (DBB)

O teste foi realizado em culturas crescidas em placas de Petri contendo o
meio GYP dgar com 3 semanas de incubacfo a temperatura de 27°C, Pode-se

reduzir este tempo, colocando-se a placa para incubar a 55-60°C por 16 horas.

Sobre a coldnia foi pingado 1 a 2 gotas do reagente Diazonium Blue B, ¢
deixado & temperatura ambiente por 1 a 2 minutos. A reaglo € considerada
positiva quando apresentar uma colora¢io vermelha escura ou violeta. Na

reacdo negativa ndo ha alteracdo de cor.

Dissolveu-se 15 mg de DBB salt em 15 ml de tamp#o tris a 0,25M em pH
7,0. Este reagente & instivel, e portanto foi utilizado num perfodo de 30

minutos.
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V - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO DA LINHAGEM DE LEVEDURA LB-250

A linhagem de levedura previamente isolada e selecionada para este
trabalho, foi classificada de acordo com KREGER-VAN RIJ (1984) e
BARNETT et al. (1990), como Pichia membranaefaciens, pois apresentou
caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e fisioldgicas pertencentes a esta
espécie. Os resultados sobre as caracteristicas morfologicas, fisiologicas ¢
bioquimicas da levedura submetida 4 identificacio em nivel de género e espécie

serfio apresentados a seguir.
5.1.1 Caracteristicas da Reproducie Vegetativa

3.1.1.1 Morfologia das Células

As formas observadas da linhagem de levedura LB-250 em microscopio
optico foram esféricas ¢ elipsoides. O tipo de reprodu¢do observado foi
brotamento multipolar, que significa que esta linhagem de levedura se reproduz

assexuadamente (gemulagfio). Observar as figuras lae 1Db.

A coloracdo das colonias em meio YM agar e GYP agar foil branca-
creme. A configuraciio das coldnias da levedura selecionada foi arredondada,
possuindo superficie rugosa e margem lanosa. Nao apresentou britho, sendo
portanto caracterizada como opaca. A textura das colénias era cremosa, nao
apresentou dificuldade na remogfo do meio solido. A elevagio das coldnias fol

do tipo “drop-like”. Observar as figuras 2a ¢ 2b.



A levedura apresentou a caracteristica de formar pseudomicélio nos
meios de cultura Yeast Malt agar, GYP agar e CMA agar. Observar as figuras
3a a 5b. Nio foi observada a formagio de balistosporos no meio de cultura GYP

agar,
5.1.2 Resultados dos Testes Fisiologicos e Bioguimicos

De acordo com KREGER VAN-RIJ (1984) e BARNETT et al. (1990),
Pichia membranaefaciens é capaz de fermentar glicose, D-xilose, acido
succinico, acido latico, etanol e glicerol. Em nossos estudos, esta linhagem de
levedura também foi capaz de fermentar mais dois compostos, amido ¢ inulina.
Entretanto, todos os outros testes realizados coincidiram com 08 resultados
esperados para esta espécie, sendo portanto esta pequena diferenca, decorrente

da diversidade metabolica entre as espécies.

A linhagem de levedura estudada apresentou respostas negativas aos
testes de DBB, teste de assimilagio de nitrato, teste de crescimento a
temperatura a 37°C, teste de resisténcia a ciclohexamida, teste de crescimento
em meio livre de vitarminas, testes de osmotolerfncia, teste da produgdo de
ambnia a partir da uréia, teste de produghio de compostos amiloides extra-
celulares e teste da atividade arbutina. A produgio de 4cido foi fraca e ndo

houve formacdo de balistosporos.

Os resultados dos testes de fermentagfio de agucares, de assimilagio de
compostos de carbono, de nitrato, etilamina, L-lisina ¢ VFB, estio apresentados

na Tabela 3:
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Tabela 3: Resultados dos testes de fermentagfo, assimilagdo de fontes de

carbono e de nitrogénio da linhagem de levedura LB-250;

Fontes de Carbono e de Nitrogénio Resultados
Giicose +
Galactose -
Sacarose -
Maltose -
Celobiose -
Trealose -
Laciose -
Rafinose -
Amido +
D-Xilose +
L-Arabinose -
D-Arabinose -
D-Ribose -
L-Ramnose -
Britritol -
Ribitol {Adonitol) -
D-Manitol -
Acido Succinico +
Acido Citrico -
Inositol -
L-Sorbose -
Melizitose -
Melibiose -
Inulina +
Etanol +
Glicerol +
Galactitol (Dulcitol -
Sorbitol (Gluticol) -
o-m-d-Glucesideo -
Salicina -
Acido Latico +
Metanol -
Ciclohexammda 100 -
Ciclohexamida 1000 -
NaCl 10% -
KNO,
NaNO,
Lisina
Etilamina
VFB -

1

+ o
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Figuras de Pichia membranaefaciens realizadas para caracterizacio de
sua morfologia e reproducdo

Figura la: Células de Pichia membranaefaciens coradas por Gram, cultivadas em meio de
cultura Yeast Malt, com 48 horas de crescimento. Visualiza-se células esféricas e

elipsoides e brotamento multipolar (na seta). Aumento de 1250 vezes.

Figura 1b: Células de Pichia membranaefaciens coradas por Gram, cultivadas meio de
cultura Yeast Malt, com 48 horas de crescimento. Visualiza-se células esféricas e

elipsoides e brotamento multipolar (na seta). Aumento de 1250 vezes.



Figura 2a: Colonias de Pichia membranaefaciens cultivadas em meio de cultura Yeast
Malt 4gar, com 48 horas de crescimento. Nesta placa foram verificadas as caracteristicas
morfolégicas da linhagem de Pichia membranaefaciens, tais como: configuragao
arredondada, com superficie rugosa e margem lanosa.

Figura 2b: Colonias de Pichia membranaefaciens cultivadas em meio de cultura Yeast
Malt agar, com 48 horas de crescimento. Nesta placa foram verificadas as caracteristicas
morfologicas da linhagem de Pichia membranaefaciens, tais como: configura¢do
arredondada, com superficie rugosa e margem lanosa (em detalhe).



Figura 3a: Células de Pichia membranaefaciens cultivadas em meio de cultura Yeast Malt
agar com 48 horas de crescimento. Visualiza-se formagéo de pseudomicélio. Aumento de
250 vezes.

Figura 3b: Células de Pichia membranaefaciens cultivadas em meio de cultura Yeast Malt
agar com 48 horas de crescimento. Visualiza-se formagdo de pseudomicélio. Aumento de
250 vezes.



Figura 4a: Células de Pichia membranaefaciens cultivadas em meio Yeast Malt agar, com
48 horas de crescimento. Visualiza-se células esféricas e elipsoides e formagdo de
pseudomicélio (na seta). Aumento de 500 vezes.

Figura 4b: Células de Pichia membranaefaciens cultivadas em meio Yeast Malt agar, com
48 horas de crescimento. Visualiza-se células esféricas e elipsdides e formagdo de
pseudomicélio (na seta). Aumento de 500 vezes.



Figura 5a: Células de Pichia membranaefaciens cultivadas em meio de cultura Yeast Malt
agar, com 48 horas de crescimento. Visualiza-se a formagio de pseudomicélio (na seta).
Aumento de 1250 vezes.

Figura 5b: Células de Pichia membranaefaciens cultivadas em meio de cultura Yeast Malt
agar, com 48 horas de crescimento. Visualiza-se a formagio de pseudomicélio (na seta).

Aumento de 1250 vezes.



5.1.3 Determinac¢io da Curva de Crescimento

MCS (g/L)

Tempo (h)

—pH ——MCS

Figura 6: Curva de crescimento da levedura Pichia membranaefaciens no
meio de cultura contendo glicose como fonte de carbono e autolisado de levedura
como fonte de nitrogénio, durante 96 horas de crescimento. MCS, massa celular

seca em g/L.

A figura 6 mostra as mudangas na biomassa ¢ nos valores de pH na
determinagdo da curva de crescimento de Pichia membranaefaciens, no meio de
cultura usado como padrao Glicose/Autolisado de levedura. A biomassa mostrou
um rapido crescimento € alcangou seu ponto maximo em 48 horas.
Concomitantemente ao aumento de biomassa, observou-se a acidificagao do meio

de cultura.

O suprimento de glicose causou um aumento gradual na biomassa at¢ 48

horas de incubagdio. Apds este periodo, € possivel que este suprimento de glicose



Resultados semelhantes foram relatados por FABRE et al, 1995. Os
autores registraram um aumento da biomassa até 40 horas de incubagfo, dando
uma producdio de 16 g/L de massa celular seca. Analisando-se os graficos
mostrados por este autores, verificou-se também, a acidificacfio do meio de
cultura em até 48 horas de incubagio. Em seguida foi registrado um aumento
gradnal dos valores de pH do meio de cultura contendo glicose e extrato de

levedura.

5.2 Selecdio das Fontes de Carbono e de Nitrogénio para Produgio de
Compostos Voliteis com Aroma de Frutas pela Linhagem de Pichia

membranaefaciens:

Neste estudo de selegiio das fontes de carbono e de nitrogénio, foram
testadas como fontes de carbono para a produgao de aromas de frutas: glicose,
frutose, galactose, sacarose, lactose, maltose, amido ¢ manose. As fontes
nitrogenadas foram: autolisado de levedura, extrato de levedura, extrato de

malte, peptona, uréia, NaNO;, (NH,),SO, ¢ NH,CL

Foi observado um agradével aroma de fruta quando as fontes de carbono
foram glicose, frutose € mMAanose. As fontes de carbono: amido, sacarose,
maltose, galactose e lactose ndo apresentaram nenhum odor caracteristico de

frutas.
Foi observado para as trés fontes de carbono selecionadas, a formagdo de

aroma de frutas logo apds 24 horas de fermentagdo, se intensificando apds 48

horas. O aroma se assemelha ao de banana madura.
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Os resultados da selegdo das fontes de carbono na produgio de aroma de

frutas pela linhagem de Pichia membranaefaciens, estio apresentados na Tabela
4,

Tabela 4. Resultados da sele¢fio das fontes de cabono na producio de

aroma de frutas por Pichia mebranaefaciens:

Fontes de Carbono 24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas

Glicose + + + +
Amido - - - -
Sacarose - - - -
Lactose - - - -
Maltose - - - -
Galactose - - - -
Manose + + + +
Frutose + + + -+

Os resultados da selecfo das fontes de nifrogénio na produgio de aroma
de frutas pela linhagem de Pichia membranaefaciens, estio apresentados na

Tabela 5.

Dentre elas, apenas o autolisado de levedura e o extrato de levedura
produziram aroma agraddvel de frutas quando as fontes de carbono foram
glicose, frutose e manose. As outras fontes de nitrogénio quando nio
apresentaram cheiro, o odor era desagradavel, principalmente quando a fonte de

nitrogénio era peptona.
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Tabela 5: Resultados da selecdo das fontes de nitrogénio na produgo de

arorna de frutas por Pichia membranaefaciens:

Fontes Nitrogenadas 24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas
Autolisado de levedura + + + +
Extrato de levedura + -+ + +
Extrato de malte - - - -
Peptona - . - -
Uréia - - - -
NaNO; - - - .

(NH,),50, - - - -
NH,CI - . ) )

53 Seleciio dos Meios de Cultura para Producide de Compostos

Volateis de Aroma de Frutas pela Linhagem de Pichia

membranaefaciens:

Para a realizagio destes experimentos, foram selecionadas as seguintes
fontes de carbono: glicose, frutose ¢ manose, ¢ as seguintes fontes de
nitrogénio: autolisado de levedura e extrato de levedura. Assim, a composigdo

dos meios de cultura utilizados nos experimentos foi:

Meio G/AL: 20 mi de autolisado de levedura, 10 ml de 4gua destilada e
5% de glicose;

Meio F/AL: 20 ml de autolisado de levedura, 10 mi de Agua destilada e
5% de frutose;

Meio M/AL: 20 ml de autolisado de levedura, 10 ml de agua destilada ¢

5% de manose;
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Meio G/EL: 30 ml de dgua destilada, 5% de glicose € 0,5% de extrato de

levedura;

Meio F/EL: 30 mi de 4gua destilada, 5% de frutose ¢ 0,5% de extrato de

levedura;

Meio M/EL: 30 ml de 4gua destilada, 5% de manose e 0,5% de extrato de

levedura.

5.4 Efeito do pH Inmicial na Producio de Massa Celular Seca da

Linhagem de Pichia membranaefaciens:

O estudo do efeito do pH inicial no meio de cultura na produg@o de massa
celular seca de Pichia membranaefaciens, fol realizado nos seis meios de
cultura selecionados. A produgdo de massa celular seca de Pichia
membranaefaciens foi testada nos pHs iniciais 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0. Observar as

figuras 7a, 8a e 9a.

Analisando a influéncia do pH inicial na produgiio de massa celular seca
de Pichia membranaefaciens, observou-se que quando se variava as fontes de
nitrogénio nos meios de cultura, o pH inicial 4,0, foi o que produziu maior
massa celular seca nos meios contendo extrato de levedura, como fonte de
nitrogénio. O mesmo nd3o ocorreu para o autolisado de levedura, ja que este
sempre apresentou maiores massas celulares em pHs entre 5,0 e 7,0. Observar

as figuras 7b, 8b, 9b.

56



Tabela 6: Teste do Efeito do pH Inicial na Producio de Massa Celular

Seca de Pichia membranaefaciens

Meios de cultura  pH inicial pH final Massa celular seca (g/L)

G/AL 4.0 3.33 4,02
G/AL 5,0 3,86 4,28
G/AL 6,0 4,17 4,39
G/AL 7,0 3,35 4,41
G/EL 4.0 3,37 4,40
G/EL 5,0 3,80 3 84
G/EL 6,0 3.98 3,55
G/EL 7,0 4,15 3.47
F/AL 4,0 3,25 3,96
F/AL 5,0 3,92 4,04
F/AL 6,0 4,14 3,92
F/AL 7.0 3,17 385
F/EL 4,0 3,26 4,11
F/EL 5,0 3,64 3,68
F/EL 6,0 3,73 3,54
F/EL 7.0 3,86 3,39
M/AL 4,0 3,28 3,72
M/AL 5,0 3,68 3,78
M/AL 6,0 3,86 4,40
M/AL 7.0 3,86 3,91
M/EL 4,0 3,34 4,22
M/EL 5,0 3,69 3,79
M/EL 6,0 4,01 3,65
M/EL 7.0 4,15 3,47

Analisando os resultados expostos na tabela 6, nio foram verificadas
grandes alteraghes na massa celular de Pichia membranaefaciens nos quatro
pHs testados, Portanto, para as andlises de compostos volateis produzidos por
Pichia mebranaefaciens, foram selecionados os pHs que apresentaram a maior
massa celular seca de Pichia membranaefaciens nos meios de cultura

estudados.
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Figura 7a: Crecimento da linhagem de Pichia membranaefaciens nos

meios de cultura selecionados a 20°C:
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Figura 7b: Variagdo do pH nos meios de cultura selecionados a 20°C
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Figura 8a: Crecimento da linhagem de Pichia membranaefaciens nos meios de

cultura selecionados a 25°C:
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Figura 8b: Variagdo do pH nos meios de cultura selecionados a 25°C
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Figura 9a: Crescimento da linhagem de Pichia membranaefaciens nos meios de

cultura selecionados a 30°C:
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Figura 9b: Varia¢ao do pH nos meios de cultura selecionados a 30°C
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5.5 Efeito da Temperatura de Incubac¢ido na Produciio de Compostos
Volateis com Aroma de Frutas pela Linhagem de Pichia

membranaefaciens:

Com relagio a influéneia da temperatura de incubaclo na produciio de
compostos volateis, observou-se que Pichia membranaefaciens nio resistiu a
temperatura de 40°C, fato este comprovado pelos testes fisioldgicos para a
identificacdo de levedura, uma vez que nfo foi observado crescimento a 37°C.
Sendo assim, foi inviavel a produc¢do de aroma de frutas por Pickia

membranaefaciens nesta temperatura.

Nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C a linhagem de Pichia
membranaefaciens cresceu em todos os meios testados, enfretanto ndo
apresentou grandes alteracdes no aroma da cultura, apenas pequenas variagdes
na mtensidade, o que se deve as diferentes concentragdes dos compostos
produzidos, nos diferentes tempos de fermentagfio. Apds 24 horas de
fermentagéo, foi observado aroma de frutas nos meios de cultura inoculados por

Pichia membranaefaciens.

Entre as temperaturas testadas, a que apresentou mator rendimento do
composto acetato de etila fo1 a de 30°C. Isto fot verificado em todos os meios
de cultura selecionados, As maiores quantidades observadas ficaram entre 27,3
g/l no meio de cultura Manose/Autolisado de levedura e 46,07 g/L. no meio de
cultura Glicose/Autolisade de levedura. Os dados numéricos podem ser

observados no Anexo 1.
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5.6 Relacdio entre o Tempo de Fermentacio e¢ a Producio de
Compostos Volateis com Aroma de Frutas pela Linhagem de Pichia

membranaefaciens:

O aroma produzido pela linhagem de Pickia membranaefaciens foi mais
agraddvel sensorialmente apds 48 horas de fermentacdo. O aroma gerado pode
ser caracterizado como de banana madura. Os compostos volateis produzidos
nos meios de cultura por Pickia membranaefaciens tiveram seus rendimentos
maximos em condi¢des distintas. Estes resultados podem ser observados nas

figuras 10 a 27, ¢ os dados numéricos no Anexo 1,

5.7 Resultados Obtidos com o Meio Glicose/Autolisado de levedura

As figuras 10, 11 e 12 ilustram as quantidades dos compostos formados
no processo fermentativo com o meio de cultura glicose/autolisado de levedura

nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C,

Nas figuras 10, 11 e 12, os aspectos observados serdo os de influéncia da
temperatura na natureza ¢ na quantidade dos compostos volateis produzidos por

Pichia membranaefaciens.

Neste meio foram encontrados os seguintes compostos: acetato de etila,
isobutanol (2-metil 1-propanol), 1-butanol, alcool isoamilico (3-metil 1-
butanol), dlcool n-amilico (2-metil 1-butanol), acetato de n-butila (butil éster de
acido acético), acetato de isoamila (acetato 3-metil 1-butanol), caproato de etila

(etil éster de acido hexandico), dlcool feniletilico (2-feniletanol).
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Analisando as quantidades dos compostos volateis formados nas trés
temperaturas testadas, na temperatura de 30°C, as maiores taxas foram dos
compostos: acetato de etila (46,07g/L), isobutanol (3,73 g/L), 1-butanol (3,21
g/L), propanoato de etila (0,74 g/L) e acetato de isoamila (90,38 g/L).

Alcool n-amilico e dlcool isoamilico tiveram seus matores rendimentos a
25°C, em diferentes tempos de fermentacio. O primeiro a 24 horas e o segundo

em 96 horas de fermentacfo,

A temperatura de 20°C, foram verificadas as maiores taxas de produgio
de acetato de n-butila (0,28 g/L), caproato de etila (0,0215 g/L.) e dlcool
feniletilico (0,595 g/L).

5.8 Resuitados Obtidos com 0 Meio Glicose/Extrato de levedura

As figuras 13, 14 e 15 ilustram as quantidades dos compostos formados
no processo fermentativo com o meio de cultura glicose/extrato de levedura nas

temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C.

Nas figuras 13,14 e 15, os aspectos observados serdo os de influéncia da
temperatura na natureza e na quantidade dos compostos volateis produzidos por

Pichia membranaefaciens.

Neste meio foram encontrados os seguintes compostos: acetato de etila,
isobutanol, 1-butanol, alcool iscamilico, alcool n-amilico, acetato de n-butila,

acetato de isoamila, caproato de etila, alcool feniletilico,
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Altas taxas de acetato de etila e de isobutanol foram encontradas neste
meio de cultura a 30°C. A quantidade de acetato de etila foi em torno de 34 g/L
e de isobutanol 3,88 g/I., as maiores quando comparadas as outras duas
temperaturas. Nesta temperatura fambém foram encontradas as maiores
concentracdes de propanoato de etila, acetato de isoamila e caproato de etila. As

quantidades correspondem a 0,302 g/L; 0,480¢/L ¢ 0,286 g/L respectivamente.

A 25°C, o unico composto produzido em grande quantidade quando
comparado as oufras temperaturas, foi o alcool 1soamilico, com a concentragdo

em torno de 2,65 g/L.

A 20°C, foram encontradas as maiores taxas de l-butanol, alcool n-
amilico, acetato de n-butila e alcool feniletilico, nas concentracdes de 3,902
g/l; 0,824 ¢/1; 0,193 g/L e 1,707 g/L. respectivamente. Quantidades sinmulares
de acetato de etila foram encontradas nas temperaturas de 20°C e 25° C,

7,532¢/1 e 7,462 g/L respectivamente.

5.9 Resultados Obtides com o Meio Frutose/Autolisado de levedura

As figuras 16, 17 ¢ 18 ilustram as quantidades dos compostos formados
no processo fermentativo com o meio de cultura frutose/autolisado de levedura

nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C.
Nas figuras 16, 17 ¢ 18, os aspectos observados serdo os de influéncia da

temperatura na natureza e na quantidade dos compostos volateis produzidos por

Pichia membranaefaciens.
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Neste meio foram encontrados os seguintes compostos: acetato de etila,
isobutanol, 1-butanol, alcool isoamilico, alcool n-amilico, acetato de n-butila,

acetato de isoamila, caproato de etila, alcool feniletilico.

As malores taxas de acetato de etila e isobutanol foram registradas &
temperatura de 30°C, nas concentragdes de 33,37 g/L e 2,282 g/L
respectivamente. Foi observado a 25°C, uma pequena producgio de acetato de

etila, nfo ultrapassando a 2,169 g/L.

A 25°C, foram encontradas as maiores concentra¢des de 1-butanol (2,23
g/L), acetato de isoamila (0,755 g/L), caproato de etila (0,090 g/L) e alcool

feniletilico 90,52 g/L), quando comparadas as outras temperaturas.

Propanoato de etila, alcool isoamilico, 4lcool n-amilico e acetato de n-
butila foram obtidos as maiores concentragdes a 20°C, em torno de 0,49 g/L;

1,027 g/L; 1,637 g/L e 0,283 g/L respectivamente.
5.10 Resultados Obtides com o Meio Frutose/Extrate de levedura

As figuras 19, 20 e 21 ilustram as quantidades dos compostos formados
no processo fermentativo com o meio de cultura frutose/extrato de levedura nas

temperaturas de 20°C, 25°C ¢ 30°C.

Nas figuras 19, 20 e 21, os aspectos observados serdio os de influéncia da
temperatura na natureza e na quantidade dos conipostos volateis produzidos por

Pichia membranaefaciens.
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Neste meio foram encontrados os seguintes compostos: acetato de etila,
isobutanol, 1-butanol, alcool isoamilico, dlcool n-amilico, acetato de n-butila,

acetato de isoamila, caproato de etila, lcool feniletilico.

Acetato de etila, isobutanol, e 1-butanol obtiveram as mais altas
concentragdes neste meio de cultura a 30°C, 41,98 g/L; 3,579 g/l e 1,73 g/L

respectivamente.

Propanoato de etila, 4lcool isoamilico, alcool n-amilico e acetato de
isoamila, obtiveram as maiores concentragdes a 25°C, em torno de 0,528 g/L;

1,61 g/L; 0,47 g/L & 0,267 g/L respectivamente.

5.11 Resultados Obtidos com o Meio Manose/Autelisado de levedura

As figuras 22, 23 e 24 ilustram as quantidades dos compostos formados

1o processo fermentativo com o meio de cultura manose/autolisado de levedura

nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C,

Nas figuras 22, 23 e 24, os aspectos observados serdo os de influéncia da

temperatura na natureza e na quantidade dos compostos voliteis produzidos por

Pichia membranaefaciens.

Neste meio foram encontrados os seguintes compostos: acetato de etila,
isobutanol, 1-butanol, dlcool isoamilico, alcool n-amilico, acetato de n-butila,

acetato de iscamila, caproato de etila, alcool feniletilico.
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O composto isobutanol apresentou uma concentragdo bastante elevada a
30°C, ultrapassando a concentragio de acetato de etila, fato este que nfo havia
ocorrido até entio. Sua concentracio foi em torno de 42,07 g/l enquanto a de
acetato de etila foi de 27,337 g/L. 1-butanol, propanoato de etila e dlcool n-
amilico tiveram suas maiores concentragdes a 30°C, 2,88 g/L; 0,831 ¢ 0,191 g/L.

respectivamente.

Registrou-se uma alta concentragio de dlcool isoamilico a 25°C, cerca de
2,33 g/L. Nesta temperatura, também foram encontradas as maiores quaniidades

dos compostos acetato de isoamila (0,862 g/L) e caproato de etila {0,255 g/L).

A 20°C, registrou-se uma alta produgdo de acetato de n-butila (3,089
g/L). A concentragio de dlcool feniletilico encontrada nesta temperatura foi de

0,259 g/L, a maior enfre as temperaturas.
5.12 Resultados Obtidos com o Meio Manose/Extrato de levedura

As figuras 25, 26 e 27 ilustram as quantidades dos compostos formados

no processo fermentativo com o meio de manose/extrato de levedura nas

temperaturas de 20°C, 25°C ¢ 30°C.

Nas figuras 25,26 e 27, os aspectos observados serfio os de influéncia da
temperatura na natureza ¢ na quantidade dos compostos volateis produzidos por

Pichia membranaefaciens.

Neste meio foram encontrados os seguintes compostos: acetato de etila,
isobutanol, 1-butanol, alcool isoamilico, dlcool n-amilico, acetato de n-butila,

acetato de isoamila, caproato de etila, dlcool feniletilico.
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O composto acetato de etila apresentou sua maior concentragdo a 30°C,
em torno de 35,16 g/L. Nesta temperatura, 0 composto propanoato também

apresentou sua maior quantidade, 1,120 g/L.

Altas quantidades de isobutanol (3,334 g/L), 1-butanol (6,88 g/L) e
acetato de isoamila foram registradas a 20°C. Nesta temperatura, foram
observadas as maiores concentracdes dos compostos alcool isoamilico (1,864

g/L) alcool n-amilico (0,194 g/L) e acetato de n-butila (0,583 g/L).

Caproato e alcool feniletilico produziram sua maiores concentragtes a

25°C, em torno de 0,329 g/L e 0,269 g/I, respectivamente.
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Efeito da Temperatura de Incubacio na Produgio de Compostos Volateis

por Pichia membranaefaciens

Glicose/Autolisado de levedura a 20C

24 48 72 %
Tempo (h)

B Acetatode etila  Blisobutanol [l 1-Butanol OPropancato de etila
O Alcool isoamilico B Alcool n-amilico B Acetato de n-butilda Acetato de isoamila
B Caproato de etila B Alcool feniletilico

Figura 10: Fermentagdo realizada em meio de cultura Glicose/Autolisado de

levedura a temperatura de 20°C, por Pichia membranaefaciens.



Glicose/Autolisado de levedura a 25C
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O Alcool iscamilico [ Alcool n-amilico [ Acetato de n-butila [ Acetato de iscamila
B Caproatode etila B Alcool feniletilico

Figura 11: Fermentagdo realizada em meio de cultura Glicose/Autolisado de

levedura a temperatura de 25°C, por Pichia membranaefaciens.



Glicose/Autolisado de levedura a 30C
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Figura 12: Fermentagdo realizada em meio de cultura Glicose/Autolisado de

levedura a temperatura de 30°C, por Pichia membranaefaciens.



Glicose/Extrato de levedura a 20C
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Figura 13: Fermentagdo realizada em meio de cultura Glicose/Extrato de levedura

a temperatura de 20°C, por Pichia membranaefaciens.



Glicose/Extrato de levedura a 25C

24
Tenpo (h)

BAcddodedila  Wlisobutand B 1-Butand 0 Propancato

O Alcod iscamiico  EAlcod n-amilico B Acetato den-butila 0 Acetato deisoarila

B Caproato W Alcod feniletilico

Figura 14: Fermentagdo realizada em meio de cultura Glicose/Extrato de levedura

a temperatura de 25°C, por Pichia membranaefaciens.
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Figura 15: Fermentacdo realizada em meio de cultura Glicose/Extrato de levedura

a temperatura de 30°C, por Pichia membranaefaciens.



Frutose/Autolisado de leveduraa 20C
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Figura 16: Fermentagdo realizada em meio de cultura Frutose/Autolisado de

levedura a temperatura de 20°C, por Pichia membranaefaciens.



Frutose/Autolisado de levedura a 25C
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Figura 17: Fermentagdo realizada em meio de cultura Frutose/Autolisado de

levedura a temperatura de 25°C, por Pichia membranaefaciens.



Frutose/Autolisado de levedura a 30C
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Figura 18: Fermentagdo realizada em meio de cultura Frutose/Autolisado de

levedura a temperatura de 30°C, por Pichia membranaefaciens.
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Figura 19: Fermentagdo realizada em meio de cultura Frutose/Extrato de levedura

a temperatura de 20°C, por Pichia membranaefaciens.
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Figura 20: Fermentagdo realizada em meio de cultura Frutose/Extrato de levedura

a temperatura de 25°C, por Pichia membranaefaciens.
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Figura 21: Fermentagdo realizada em meio de cultura Frutose/Extrato de levedura

a temperatura de 30°C, por Pichia membranaefaciens.
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Figura 22: Fermentagdo realizada em meio de cultura Manose/Autolisado de
levedura a temperatura de 20°C, com agitagdo de 100 rpm, por Pichia

membranaefaciens
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Figura 23: Fermentagdo realizada em meio de cultura Manose/Autolisado de
levedura a temperatura de 25°C, com agitagdo de 100 rpm, por Pichia

membranaefaciens
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Figura 24: Fermentagdo realizada em meio de cultura Manose/Autolisado de
levedura a temperatura de 30°C, com agitagdo de 100 rpm, por Pichia

membranaefaciens
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Figura 25: Fermentago realizada em meio de cultura Manose/Extrato de levedura

a temperatura de 20°C com agitagdo de 100 rpm por Pichia membranaefaciens
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Figura 26: Fermentagdo realizada em meio de cultura Manose/Extrato de levedura

a temperatura de 25°C com agitagdo de 100 rpm por Pichia membranaefaciens
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Figura 27: Fermentagdo realizada em meio de cultura Manose/Extrato de levedura

a temperatura de 30°C com agitagdo de 100 rpm por Pichia membranaefaciens



A levedura previamente isolada e identificada como Pichia
membranaefaciens mostrou-se capaz de produzir aroma de frutas em
determinadas condigdes de fermentagio. Dentre as fontes de carbono testadas
verificou-se que P. membranaefaciens produziu aroma de banana madura
quando as fontes de carbono foram glicose, frutose ou manose, juntamente com

as fontes nitrogenadas: autolisado de levedura ou extrato de levedura.

£ de grande importincia a escolha, tanto das fontes de carbono quanto
das fontes de nitrogénio, para a produgdo de aromas por microrganismos, pois
estas fontes sio os precursores dos compostos voldteis produzidos pelo

MIiCrorganismo.

A literatura disponivel na drea de producdio de aromas por
microrganismos ressalta as influéneias que as condigdes de fermentacdo, tas
como: a composicio do meio de cultura, tempo de fermentagédo, temperatura de
incubacdo, pH do meio de cultura e aeraglo, além da linhagem do
microrganismo, exercem no tipo e na quantidade de compostos volateis

produzidos pelo microrganismo.

Através de testes pilotos, verificou-se a formago relativamente pequena
de ésteres de cadeia curta ¢ Alcoois de baixo peso molecular nos metos de
cultura estudados. A pequena presenga destes compostos volateis nos meios de
cultura pode ser devida as perdas ocasionadas pela evaporagao, devido aos seus
baixos pontos de ebuligio. De acordo com a literatura pertinente, a aeragao
durante a fermentaciio também acarretaria a perda destes volateis (JIANG,
1995). Para tanto, neste trabalho, restringimos o estudo das condigdes de
fermentacio 4 temperatura de incubacdio, pH do meio e tempo de fermentacio,

além da composicdo dos meios de cultura.
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Neste trabalho foi estipulado 96 horas de fermentagfio pois, através de
testes pilotos e de acordo com a literatura, foi observado que 0s compostos
voléteis, principalmente ésteres e dlcoois produzidos, desapareciam apos 4 dias

de fermentacdo, além da exaustdo do suprimento da fonte de carbono.

Segundo JIANG (1995), a concentragdo da glicose decresceu
rapidamente no inicio e foi sendo reduzida a um nfvel quase indetectivel apos 5
dias de fermentacdio, em contraste com a biomassa que obteve crescimento
méximo no quarto dia. Mas etanol ¢ o total de metabolitos volateis aumentaram
rapidamente no comego da fermentagdo e atingiram ponto méximo apos 3 dias

de fermentagio.

As figuras 7a, 7b, 8a, 8b, 8b, Ya e Ob mostram as mudangas ocorridas na
biomassa e nos valores de pH para os seis meios de cultura selecionados,

durante 96 horas de fermentacio, nas temperaturas de 20°C, 25°Ce 30°C.

Os compostos volateis encontrados nos meios de fermentagfio por Pichia
membranaefaciens, foram acetato de etila, isobutanol, 1-butanol, propanoato de
etila, alcool isoamilico, dlcool n-amilico, acetato de isoamila, acetato de n-
butila, caproato de etila e dlcool feniletilico, os quais também foram
‘dentificados em frutas, vegetais e bebidas fermentadas (TRESSL &
DRAWERT, 1973, ROWAN, 1996).

Foram identificados dez compostos principais, pertencentes as classes
quimicas: aicoois (isobutanol, 1-butanol, 4lcool isoamilico, dlcool n-amilico e
alcool feniletilico) e ésteres (acetato de etila, propanoato de etila, acetato de
isoamila, acetato de n-butila e caproato de etila). A maioria dos dlcoois e ésteres

detectados nos meios estudados, foram encontrados em baixos niveis, exceto o
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acetato de etila, isobutanol e I-butanol. Assim como o microrganismo
Kluyveromyces lactis & conhecido pela sua grande capacidade de producio de
ésteres, principalmente acetato de etila, a levedura Pichia membranaefaciens

tarbém mostrou ser uma grande produtora de acetato de etila.

Alguns compostos, mesmo que produzidos em pequenas quantidades,
apresentam um baixo limite de detecgdo (“threshold™), podendo ser detectados €
identificados em baixissimas concentragdes, contribuindo de forma significativa
para o aroma final. Um exemplo destas substincias sdo o0s COmMPpOStos

heterociclicos, produzidos por Kluyveromyces lactis (JIANG, 1995).

Muitos metabdlitos secundarios sdo largamente produzidos somente apds
a biomassa ter atingido o seu ponto maximo, talvez porque o desenvolvimento
de certas enzimas envolvidas na produglo destes compostos, estejam
frequentemente reprimidas na fase de crescimento ativo (ABRAHAM et al.
1993). Entretanto, certos metabdlitos secundarios ndo seguem 0 mesmo padrio.
Um exemplo ¢ a sintese de acido abscisico por Cercospora rosicola, que
aumentou quase que em paralelo com a massa celular seca na fase inicial de

crescimento (JIANG, 1995).

Segundo ARMSTRONG & BROWN (1986), culturas de Sporobolomyces
odorus produziram lactonas, enquanto as células amnda estavam em
crescimento, ou seja, no metabolismo primdrio, ¢ também apds a parada de

crescimento.

A produgiio dos compostos voldteis por Pichic membranaefaciens, teve

seu infcio j& nas primeiras 24 horas de fermentago. Entretanto, os maiores
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rendimentos do principal composto produzido, acetato de etila, foram apos 72

horas de fermentacgdo.

Nos primeiros experimentos, apos 120 horas de fermentagéio, observou-se
um grande declinio na produgfio de volateis. Sensorialmente houve uma perda
grande destes volateis, ¢ cromatograficamente, constatou-se que depois de 96
horas de fermentagdo, a producio de volateis caiu drasticamente. Observa-se
melhor este fato, analisando as Tabelas no Anexo 1. O rapido crescimento de
Pichia  membranaefaciens nas condi¢des desnvolvidas neste estudo,
provavelmente deve ter esgotado a fonte de carbono e de outros nutrientes, que
juntamente com o actimulo de metabdlitos secundarios, inibiram o aumento da

biomassa.

As fontes de carbono e nitrogénio influenciam na producdo de compostos
de aroma. LANZA et al. (1976) fizeram um estudo extenso sobre os efeitos das
diferentes fontes de carbono e de nitrogénio na producdo de aromas por
Ceratocystis moniliformis. Segundo estes autores, a intensidade do aroma
estava, na maioria das vezes, relacionada ao crescimento. Acharam quatro
combinagdes de fontes de nitrogénio ¢ carbono, que produziram um forte aroma
de frutas devido & produgio de acetato de isoamila, que oferece um forte aroma

de banana.

LATRASSE & DAMERON (1988), estudaram diferentes compuosicOes
de meios de cultura, variando as fontes de carbono e de nitrogénio, mas sem
variar a composi¢do inorginica, para o fungo filamentoso Geotrichum
candidum (Staron). Analisando os resultados obtidos, verificou-se que ha
alteractes nas concentragdes dos volateis produzidos, de acordo com o meio de

cultura em que o microrganismo foi inoculado. Nos meios de cultura que
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continham os precursores para as sinteses de ésteres, por exemplo glicerol ou a
L-asparagina, o rendimento dos mesmos foi bem maior. Enquanto que, em
meios de cultura que eram deficientes nestas substancias, por exemplo quando a

fonte de nitrogénio foi a uréia, o rendimento foi bem menor,

Pichia membranaefaciens ndo produziu compostos de aroma agradaveis
quando a fonte de nitrogénio foi a uréia. Isto foi verificado com todas as fontes
de carbono testadas: glicose, frutose, manose, galactose, sacarose, lactose,

maltose e amido.

PASTORE et al. (1994) observaram a relagio entre o crescimento do
microrganismo e a produgdo de etil isovalerato e etil hexanoato, em diferentes
meios de cultura. Meio G, contendo glicose e autolisado de levedura, Meio F,
contendo frutose e autolisado de levedura e Yeast Malt (YM) caldo. A produgéo
de etil isovalerato ¢ etil hexanoato foi consideravelmente maior apds 5 dias de
fermentac3o, nos meios G ¢ YM enquanto que no meio F, produziu uma

pequena quantidade de etil hexanoato, mas ndo produziu etil isovalerato.

JANSSENS et al. (1988), adicionaram isoleucina, que € um aminoacido
precursor de ésteres para o microrganismo Geotrichum candidum (Staron) e
comparou os rendimentos dos ésteres, no meio contendo o precursor com o
meio controle. Em comparagio com o controle, houve uma importante
producio de 2-metilbutanol, etil 2-metilbutirato apds 67 horas de incubag¢io e 2-
metilbutil acetato apds 85 horas de fermentagio. Estes resultados sugerem que a
composi¢io especifica do meio de cultura ¢ a seleciio de uma fonte de
nitrogénio adequada, € possivel forgar o microrganismo a produzir um padrio

desejado de ésteres.
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Segundo TRESSL & ALBERCHT (1986), muitos compostos de aroma
tais como alcoois, acidos, ésteres, cetonas, compostos contendo enxofre e

compostos aromaticos sdo derivados do metabolismo de aminoécidos.

TRESSL & DRAWERT (1973), em estudos com pedagos de tecido de
bananas com carvio radioativo, demonstraram a formagdio de compostos
volateis presentes na fruta. A maioria dos compostos volateis presentes na
banana sdo alcoois e ésteres de cadeia aber.ta‘ Segundo estes autores, 0 3-
metilbutil ésteres, 3-metilbutiratos e 3-metil -1-butanol poderiam ser derivados
do aminoacido leucina. J4 os compostos 2-metilpropil ésteres, 2-
metilpropionatos e 2-metil 1-propanol seriam derivados da valina. Observar a

figura 28.

Aminoacidos arométicos também servem como precursores de aroma de
frutas. Alguns dos compostos volteis arométicos s3o derivados da tirosina € da
fenilalanina. Alguns ésteres fenolicos encontrados em bananas, tais como: o
eugenol, metil éter e elimicina, que sdo derivados da L~fenilalanina (TRESSL &
DRAWERT, 1973; HEATH & REINECCIUS, 1986). Este aminoacido pode ser
ransformado em fenilpiruvato pela transaminagio a pela subsequente
descarboxilagio em 2-fenilacetil-CoA, reagdo andloga 2 transformagio da
leucina e valina em seus alcoois correspondentes. 2-fenilacetil-CoA €
convertido em ésteres de uma variedade de alcoois ou reduzido a 2-feniletanol
(&lcool feniletilico) e transformado em 2-feniletil ésteres. Os pordutos finais do
catabolismo da fenilalanina sio 4cido fumdrico e acetoacetato, que s30
posteriormente metabolizados pelo Ciclo do Acido Citrico. a-cetodcido
(fenilpiruvato) pode derivar tanto catabolicamente do aminoacido
correspondente  (L-fenilalanina) pela desaminagio (via Ehrlich) ou

sinteticamente através da glicose ou de outro carboidrato precursor na sintese de
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aminoacidos {TRESSL & DRAWERT, 1973, TRESSL & ALBRECHT, 1986;
LATRASSE & DAMERON, 1988; ALBERTAZZI et al. 1994). Observar a
figura 29,
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Figura 28: Vias metabdlicas para a formacio de 4cidos fendlicos e ésteres de
fenol em banana. E,, L-fenilalanina-aménia-liase; E, 4cido cindmico-
hidroxilase; E,, fenolase; B,, metiltransferase.

Fonte: HEATH & REINECCIUS, 1986.
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Figura 29: Conversio de aminoacidos em compostos de aroma de banana a
partir da leucina. E,, L-leucina aminotransferase; E,, piruvato. descarboxilase;
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Fonte: HEATH & REINECCIUS, 1986.
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A producio de alcoois através de aminoicidos pode ocorrer pela
transaminacfo, descarboxilagio e redugdo ou pela desaminagdo oxidativa
seguida de descarboxilacdo e redugio. Em qualquer que seja a via metabolica, 0
produto sera sempre o aminodcido com um carbono a menos e sem o grupo

amino (HEATH & DRAWERT, 1986).

Em leveduras, a formacio de ésteres estd ligada ao metabolismo de
lipidios. O metabolismo lipidico produz um grande niimero de 4cidos e dlcoois,
os quais podem sofrer esterificagfio, formando uma variedade de ésteres. As
enzimas intracelulares, presentes nos microrganismos, s3o responsaveis pela

esterificagio (HEATH & REINECCIUS, 1986).

Comparando-se 0$ compostos presentes na banana com 0s cOmMpostos
volateis formados nos meios de cultura selecionados por Pichia
membranaefaciens , constatou-se que muitos deles estavam presentes em
ambos. Foi observada a presenca de acetato de etila, acetato de isoamila, acetato
de n-butila, 4lcool isoamilico, 1-butanol, caproato de etila e 4lcool feniletilico.
A presenca destes compostos justifica o aroma de banana formado nos meios de

cultura por Pichia membranaefaciens.

ABRAHAM & BERGER (1994) verificaram que de um total de 40
4lcoois produzidos por Basidiomicetos, os mais abundantes foram 1-butanol,

isobutanol e alcool isoamilico.

Nos meios de cultura estudados, ndo foi observada formagio de nenhum
composto diferente daqueles ja citados anteriormente, o que diferencia ¢ a
concentracio destes voldteis durante a fermentagfio, nos diferentes meios de

cultura.
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ABRAHAM & BERGER (1993) verificaram mudancas significativas no
perfil de aroma durante a fermentagio com os Basidiomicetos Mycena pura 817
e Pleurotus sapidus P 226-1. Para anisaldeido e anisdlcool e l-octen-3-ol
produzidos por Pleurotus sapidus, a produglo destes compotsos ocorreu em

periodos de crescimento completamente diferentes.

JANSSENS et al. (1988) verificaram um abaixamento do pH na fase log
de crescimento com a concomitante formacgfo de dlcool. Isobutanol e
isopentanol apresentaram seu ponto 6timo no final da fase log de crescimento.
J4 a sintese de acetato de etila comecou na fase log, enquanto outros ésteres

foram formados especialmente na fase estacionaria,

O descréscimo do pH durante a fermentacfo também foi verificado neste
trabalho. Verificou-se que P. membranaefaciens ndo ¢ muito exigente quanto ao
pH, na faixa entre 4,0 a 7,0. O microrganismo desenvolveu-se bem em todos 0s

pHs testados.

A sintese de acetato de etila observou-se ter comegado logo apds 24 horas
de fermentacio, estando ainda na fase log de crescimento. Entretanto, a
produgio maxima de acetato de etila foi de 46,07 g/L, apds 96 horas de

fermentaciio no meio de cultura Glicose/Autolisado de levedura.

ARMSTRONG & BROWN (1994), verificaram que Candida utilis €
capaz de oxidar etanol a acetaldeido com bons rendimentos. O rendimento
maximo foi obtido quando o meio de cultura foi deficiente em ferro e os niveis
de 4lcool de 65 g/L. A deficiéneia em ferro no meio de cultivo diminui a
velocidade do Ciclo do Acido Citrico, pois sabe-se que as enzimas envolvidas,

succinato desidrogenase e aconitase, requerem ferro para catalisar reagOes
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quimicas. Consequentemente, ha o actimulo de acetil-CoA, que por sua vez,
leva ao aumento no rendimento de acetato de etila, via uma alcool transferase,

quando a concentragio de etanol € 35 g/L, ou menos. Observar a figura 30,
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Figura 30: Via metabolica da utilizagio de etanol na formacio de acetato

de etila por Candida utilis (modelo).

Fonte: ARMSTRONG, 1986.
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ARMSTRONG et al. (1984), estudaram o potencial de Candida utilis
converter etanol a acetato de etila. Os resultados mostraram que a formacdo do
éster resultou da utilizagdo de etanol sob condi¢des adequadas de aeraciio e foi

inibida com suplementagio de Fe™.

ARMSTRONG & BROWN (1986) estudaram os efeitos da tensfio de
oxigénio na producdo de metabdlitos celulares. A aeragiio tem um efeito
significativo na produgfio de acetato de etila a partir de etanol por Candida
utilis. Uma aeracdo pobre resulta em uma lenta utilizagfio de etanol,
acarrentando num pequeno acimulo de acetato de etila. Com o aumento da
aeracfio, o etanol foi metabolizado mais rapidamente e consequentemente houve
um maior acimulo de acetato de etila. Entretanto, altos niveis de aeragdo
diminuiram o rendimento do éster. Portanto, uma aeragdo adequada permite um
alto acimulo de metaboélitos celulares (por exemplo: acetil-CoA) juntamente

com o uso relativamente eficiente do etanol, como precursor.

Ha registros de Hansenula anomala, que é uma levedura similar a
Candida utilis, como produtora de acetato de etila a partir de agucares. Os
rendimentos s3o comparaveis aos obtidos com Candida utilis, embora as taxas
de produgio sejam significantemente menores. Pichia pastoris, uma levedura
capaz de crescer em meio contendo metanol como Unica fonte de carbono e de
energia, é capaz de oxidar etanol produzindo acetaldeido. (ARMSTRONG &
BROWN, 1986).

ARMSTRONG (1986) estudou a cinética de formagdio de acetato de etila

a partir de glicose. A formagio de acetato de etila em meio de cultura contendo

glicose sem adi¢fo de ferro, foi observada quantidades significativas, enquanto
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que, em meio de cultura com adigdo de ferro (FeCly a 100 pM), a capacidade de

actumulo do éster foi intbida.

A temperatura de incubagdio exerceu grande influéneia nas quantidades
produzidas deste composto. Analisando-se os graficos das quantidades de
compostos voldteis produzidos por Pichia membranaefaciens, ¢ possivel
verificar que em todos os meios estudados, a temperatura de 30°C foi a que
promoveu as maiores quantidades de acetato de etila, apenas variando em
relacfio ao tempo, entre 72 e 96 horas de incubagio. Um fato interessante € que
todos os meios de cultura que tinham como fonte de carbono, o extrato de
levedura, tiveram suas maiores concentrages de acetato de etila em 72 horas de

incubacio.

DRAWERT & BARTON (1978) estudando a Dbiossintese de
monoterpenos por Kluyveromyces lactis, verificaram que a producdo destes
compostos nfio dependia apenas de precursores especiais, mas também das
varia¢bes nas condi¢des de fermentagiio da cultura. Com o aumento da

temperatura, houve um concomitante aumento do rendimento do citronelol.

Na temperatura de 25°C, foram registradas as menores concentragbes de
acetato de efila. A concentracio maxima observada foi de 12,28 g/, no meio de
cultura Manose/Extrato de levedura, apés 48 horas de incubagfo. A
concentracio minima foi de 1,01 g/L, no meio Manose/Autolisado de levedura,

apds 24 horas de incubagio.

Os outros compostos presentes em menores quantidades que acetato de
etila nfio apresentaram uma igualdade nas mudangas cinéticas nos meios de

cultura estudados. Isto se deve s vérias vias metabdlicas utilizadas pelo
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microrganismo, na formacio destes compostos. As variagdes nas concentragdes

dos volateis dependem também da sua volatilidade.

O isobutanol foi o segundo composto mais produzido nos meios de
cultura testados. Em quase todos os meios de cultura, os seus maiores
rendimentos foram verificados a temperatura de 30°C, com exceglio do meio
Manose/FExtrato de levedura que apresentou a temperatura de 20°C. Uma alta
producio deste composto, fol observada no meio de cultura Manose/Autolisado

de levedura, 42,06 g/L, com 48 horas de fermentacéo.

FABRE et al. (1995), também verificaram produgdo maxima de
isobutanol com 48 horas de fermentacdo com o microrganismo Kluyveromyces
marxianus. A concentracio observada neste periodo foi del80 mg/L. A fonte de

carbono utilizada foi glicose e a fonte de nitrogénio foi extrato de levedura.

JANSSENS et al. {1988) observaram que a formacfio dos &lcoois,
isobutanol e isopentanol alcangou seu ponto méximo no final da fase ativa de

crescimento do microrganismo, por volta de 48 horas de fermentag&o.

ABRAHAM & BERGER (1994) estudaram vérias linhagens de
Bagidiomicetos na producdo de aromas que, comparados aos outros
microrganismos, os volateis produzidos por eles, sdo os mais proximos aos
volaties produzidos por plantas. Os autores observaram a formagdo de 40
4lcoois diferentes, a maioria deles na quantidade de 100 pg/L.. A maioria das
linhagens produziu 1-butanol, 2-metil I-propanol e 3-metil l-propanol,
Sarcodontia setosa produziu até 24 mg/L. de 3-metil l-propanol. O 2-

feniletanol, formado por Grifola frondosa, foi de 800 ug/L.
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O 4lcool [-butanol, produzide com a fonte de nitrogénio autolisado de
levedura, independente das fontes de carbono, obteve rendimento maximo a
temperatura de 30°C. Nio foi observado rendimento otimo & temperatura de
25°C, apenas em 20°C quando as fontes de carbono foram glicose e manose, e &

30°C, quando a fonte de carbono foi frutose.

Com as fontes de carbono glicose e manose e as fontes de nifrogénio
autolisado e extrato de levedura, o composto propanoato de etila obteve sua
quantidade méxima & temperatura de 30°C. Com frutose, seu rendimento
aumentou com o decréscimo de temperatura: 20°C para o autolisado de
levedura e 25°C para o extrato de levedura. Os rendimentos para estes meios

foram 0,490 g/L e 0,538 g/L, respectivamente.

A producio de 4lcool isoamilico nos meios Glicose/Autolisado de
levedura, Glicose/Extrato de levedura ¢ Manose /Autolisado de levedura foi
méxima 2 temperatura de 25°C. Com a fonte de carbono frutose, independente
das fontes de nitrogénio, a temperatura 6tima foi de 20°C. O mesmo foi

observado para o meio Manose/Extrato de levedura.

Nio foram observados altos rendimentos de alcool n-amilico 2
temperatura de 30°C, nos meios estudados. Para este composto, a quantidade
méxima produzida foi no meio de cultura Frutose/Autolisado de levedura, 96

horas de fermentacfio, & temperatura de 20°C.
Quando comparou-se os rendimentos dos meios de cultura testados, nas

diferentes temperaturas, o acetato de n-butila obteve seus rendimentos maximos

& temperatura de 20°C.
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Para determinados compostos, fatores como a temperatura ¢ o pH do
meio exercem mais influéncia que a composi¢do do meio de cultura. Portanto,
para a producio de um determinado composto, € preciso estudar quais sio 0s
fatores que mais influenciam no seu rendimento final. Ha necessidade de um
estudo rigoroso das condigbes de fermentagHo, para evitar desperdicio de
material e de tempo, visando um alto rendimento do composto em guestao. O
microrganismo utilizado na produgdo destes compostos flavorizantes deve ser

seguro para ser usado em alimentos.

Assim, pode-se concluir que existem possibilidades interessantes no uso
de Pichia membranaefaciens para a biossintese de ésteres, principalmente do
composto acetato de etila. Portanto, estes resultados revelaram que a
composi¢do do meio de cultura, as condicBes de fermentaglio ¢ a escotha da
linhagem, determinam a natureza e a propor¢io de cada composto volatil a ser
obtido. A este respeito, € essencial entender 0 mecanismo € a bioquimica da
formacdo de ésteres em Pichia membranaefaciens. As condi¢tes de

fermentaciio devem ser rigorosamente controladas.
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CONCLUSOES

A linhagem de levedura LB-250, através de testes morfoldgicos,

bioquimicos e fisiologicos, foi identificada como Pichia membranaefaciens,

Dentre as fontes de carbono estudadas para producdo de aromas, glhicose,
frutose e manose apresentaram os melthores resultados, obtendo-se aroma de

frutas, similar ac aroma de banana madura.

As fontes de nitrogénio: autolisado de levedura e o extrato de levedura,
foram selecionadas para produgdo de aroma de frutas, nas condi¢Bes de

fermenta¢io estudadas.

O maior rendimento do principal composto produzido por Pichia
membranaefaciens, o acetato de etila, foi obtido a temperatura de 30°C, apos 96
horas de fermentaciio, no meio de cultura composto de glicose e autolisado de
levedura. O acetato de etila estd presente no aroma gerado por diversas frutas.

Isso explica a enfise dada a este composto neste trabaiho.

Dentre a classe dos alcoois, os principais compostos produzidos foram:
isobutanol, 1-butanol, dlcool isoamilico, alcool n-amilico e dlcoo! feniletilico. O
isobutanol e o I-butanol foram os alcoois que apresentaram maiores
concentracdes nos meios estudados. Os dlcoois produzidos nos meios de cultura
selecionados, j& foram identificados em aromas de frutas. Mesmo em pequenas
quantidades, estes &lcoois contribuem no aroma de frutas gerado por P

membranaefaciens.
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Na classe dos ésteres estavam presentes: acetato de etila, acetato de
isoamila, propanoato de etila, acetato de n-butila e caproato de etila. Estes
esteres fazem parte da composicdo de volateis da maioria dos aromas de frutas,
dai a mmportancia destes compostos, formados por P. membranaefuciens, nos

meios de cultura selecionados.

A quantidade dos compostos volateis produzidos variou em funcgio dos
seguintes fatores: composicdo de meio de culturas, temperatura e tempo de

incubacio,

As condigbes de fermentacdo podem ser ajustadas para aumentar
ou direcionar o rendimento de deterrminados compostos. Neste trabalho, os
compostos volateis produzidos por P. membranaefaciens apresentaram
rendimentos maximos em condigdes de fermentacdo diferentes. Porém, a
maioria dos compostos volateis formados, apresentou maior rendimento apds

72 de incubacio, a 30°C.

Os resultados revelaram que a linhagem de P. membranaefaciens,
apresentou grande potencialidade de produgio de aromas de frutas,
principalmente devido a presenca do éster acetato de etila, o que levou a
obtencdo de aroma com caracteristicas extremamente agradaveis nos meios de

cultura.

O estudo realizado demonstrou a potencialidade apresentada pela
levedura Pichia membranaefaciens, na producdo de aroma de frutas por via
biotecnologica. A continuidade deste trabalho pode levar ao aumento de

rendimento e ao aumento de escala, visando a aplica¢io industrial.
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ANEXOS

ANEXQO 1 - Dados numéricos das quantidades de compostos volateis
produzidos nos diferentes meios de culturas nas temperaturas de 20°C,

25°C e 30°C por Pichia membranaefuciens.
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ANEXQO 1 - Dados numéricos das quantidades de compostos voldteis produzidos nos
diferentes meios de culturas nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C por Pichia

membranaefaciens.

Tabela 1.1: Quantidade de compostos voldteis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Glicose/Autolisado de levedura a temperatura de 20°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L) 48 Horas (g/L) 72 Horas (g/L} 96 Horas (g/L)

Acetato de etila 2,32 1,66 1,496 3,738
Isobutanol 0,419 0,406 0,271 0,741
1-Butanol 0,068
Propanoato de etila 0,047
Alcool issamilico 0,169 1,286 0,055 (0,228
Alcool n-amflico 0,105 0,157 0,048 0,002
Acetato de n-butila 0,201 0,283 0,164
Acetato de isoamila 0,125 05,0206
Caproato de ctila (,0115 0,027 0,215 0,0930
Alcool feniletitico 0,445 0,595 0,465 0,060

Tabela 1.2: Quantidade de compostos volateis produzidos por Pickic membranaefaciens no

meio de cultura Glicose/Autolisado de levedura & temperatura de 25°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L.) 48 Horas (g/1.) 72 Horas {g/L} 96 Horas (g/L)

Acetato de etila 1,696 0,863 0,714 0,312
Isobutanol 0,257 0,179 . 0,389 0,042
1-Butanol 0,127 (0,606
Propanoato de etila 0,714 0,069
Alcool isoamilico 0,744 0,008 1,550 1,707
Alcoot n-amilico 0,674 0,006 0,096 0,059
Acetato de n-butila 0,171 0,179 (3,069 0,074
Acetato de isoamila 0,079 0,068 0,1138 0,1730
Caproato de etila 0,020 0,020 0,003 0,017

Alcoot feniletilico 0,013 0,019 0,1 0,122
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Tabela 1.3: Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Glicose/Autolisado de levedura a temperatura de 30°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L.) 48 Horas (g/L) 72 Horas (g/L.} 96 Horas (g/L)

Acetato de etila 0,744 2,794 2,005 46,07
{sobutanol 0,288 0,147 0,019 3,732
{-Butanol 0,087 0,210 4,015 3,21

Propanoato de etila 0,101 0,146 0,749 0,303
Alcool isoamilico 0,150 0,197 0,122 0,468
Alcool n-amilico 0,231 0,064 0,019 0,171

Acetato de n-butila 0,170

Acetato de isoamila 0,389 0,048 0,012
Caproato de etila 0,021
Alcool feniletifico 0,037 0.008 0,006 0,063

Tabela 1.4: Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Glicose/Extrato de levedura a temperatara de 20°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/1.) 48 Horas (¢/L) 72 Horas (g/L.) 96 Horas (g/L)
Agetato de etila 0,417 1,58 6,722 7,532
Isobutanol 0,229 0,758 0,954 1,458
I-Butanol 0,025 3,902
Propanoato de etila 0,035
Alcool isoamilico 0,136 0,549 0,356 0,15
Alcool n-amilico 0,655 0,025 0,179 0,824
Acetato de n-butila 0,140 0,123 0,193 0,179
Acetato de isoamila 0,105 0,008 0,008 0,020
Caproato de etila 0,008 0,101 0,213

Alcool feniletilico 0,777 1,707 0,132 0,081
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Tabela 1.5: Quantidade de compostos volateis produzidos por Pickia membranaefaciens no

meio de cultura Glicose/Extrato de levedura & temperatura de 25°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/l.y 48 Horas (g/L) 72 Horas (g/L) 96 Horas (g/I.)
Acetato de etila 1,973 6,28 7,462 3,736
Isobutanol 0,229 1,168 1,315 1,041
1-Butanol 0,127 0,100
Propanoato de etila 0,139 0,082
Alcool isoamilico 0,142 0,502 2,659 1,592
Alcool n-amilico 0,069 0,315 0,105
Acetato de n-butila 0,172 0,091 0,084
Acetato de isoamila 0,059 0,456 0,249 0,182
Caproato de etila 0,023 0,010 0,034 0,02
Alcool feniletilico 0,013 0,016 0,113 0,101

Tabela 1.6: Quantidade de compostos volateis produzidos por Pickia membranaefaciens no

meio de cultura Glicose/Extrato de levedura 4 temperatura de 30°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L) 48 Horas (g/L) 72 Horas (g/L} 96 Horas (g/L)

Acetato de etila 3,049 2,813 34,02 19,543
Isobutanol 0,386 03,243 1,44 3,881
1-Butanol 0,047 1,189 0,994
Propanoato de etila 0,108 0,302 0,280
Alcool isoamilico 0,301 0,191 0,243 0,114
Alceol n-amilico 0,041 0,040 0,193 0,060
Acetato de n-butila 0,014 0,023 0,04353
Acetato de isoamila 0,480 0,010 0,042 0,005
Caproato de etila 0,286 0,003 0,021
Aleool feniletilico 0,051 0,003 0,035 0,025
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Tabela 1.7: Quanfidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Frutose/Autolisadoe de levedura a temperatura de 20°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L) 48 Horas (g/L) 72 Horas (/L) 96 Horas (g/L)
Acetato de etila 1,88 2,11 7,715 5,986
Isobutanol 0,529 0,461 1,176 1,067
[-Butanol 0,007 0,0255
Propanoato de etila 0,490 0,0095 0,0208 0,022

Alcool isoamilico 1,027 0,187 0,318

Alcool n-amilico 0,288 0,352 0,309 1,637
Acetato de n-butila 0,282 0,088 0,281 0,207
Acetato de isoamila 0,008 0,011 0,0085
Caproato de etila (3,047 (0,067 0,041 (,023
Alcool feniletilico 0,435 0,033 0,164 0,094

Tabela 1.8: Quantidade de compostos volateis produzidos por Pickin membranagfaciens no

meio de cultura Frutose/Autolisado de levedura 4 temperatura de 23°C:

COMPOSTOS 24 Horas (/L) 48 Horas (g/L) 72 Horas (g/L} 96 Horas (g/L)
Acetato de etila 1,473 2,169 8,360 1,125
Isobutanol 0,200 0,565 0,226 0,151
1-Butanol 2,23 0,078 (4,039
Propanoato de etila 0,146 0,103 0,085
Alcool isoamilico 0,007 0,251 0,854 0,42

Alcool n-amilico 0,026 0,0404 0,0642

Acetato de n-butila 0,131 0,138 0,035 0,024
Acetato de 1soamila 0,012 0,755 0,091 0,005
Caproato de etila 0,059 0,090 0,087 0,053
Alcool feniletitico 0,030 0,081 0,006 0,52
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Tabela 1.9: Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Frutose/Antolisado de levedura A temperatura de 30°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L.) 48 Horas (g/L.) 72 Horas (g/L.) 96 Horas (g/L)

Acetato de etila (3,548 5,118 33,37 5,71
Isobutanel 0,231 2,282 0,970
1-Butanol 0,048 0,894 1,85

Propanoato de etila 0,103 0,068 0,284 0,356
Alcool isoamilico 0,263 0,273 0,645
Alcool n-amflico 0,044 0,0464 0,023

Acetato de n-butila 0,032 0,021

Acetato de isoamila 0,007 0,001 0,021 0,005
Caproato de etila 0,004 0,004 0,006 0,007
Alcool feniletitico 0,007 0,009 0,014 0,0019

Tabela 1.10: Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Frutose/Extrato de levedura a temperatura de 20°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L.) 48 Horas (g/l.) 72 Horas (g/l.) 96 Horas (g/L)

Acetato de etila 1,88 2,554 7.507 9,565
Isobutanol 0,529 (3,589 2,503 1,765
1-Butanol 0,022
Propanoato de etila 0,49 0,029
Alcool isoamilico 1,027 0,51 0,416 0,414
Alcool n-arnilico (0,288 0,380 0,337
Acetato de n-butila 0,283 (0,145 0212
Acetato de iscamiia (0,008 0,01 0,015 0,177
Caproato de etila 0,047 (0,089 0,337 (4,096
Aleool feniletilico {3,435 0,0445 0,172 (0,015
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Tabela 1.11 Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Frutose/Extrato de levedura & temperatura de 25°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L) 48 Horas {g/1.) 72 Horas {g/L) 96 Horas (g/L}

Acetato de etila 1,473 9,17 4,634 3,924
Isobutanol 0,2 1,981 1,098 1,493
I-Butanol 0,036 0,0271
Propanoato de etila 0,528 0,462
Alcool isoamilico 0,007 0,496 1,449 1,61
Alcool n-amflico 0,026 0,477 0,0723
Acetato de n-butila (0,131 0,008 0,115
Acetato de isoamila 0,012 0,267 (3,0325 (0,008
Caproato de etila 0,0059 0,0486 0,0176 0,044
Alcool feriletilico 0,03 0,008 0,138 0,0921

Tabela 1.12 Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Frutose/Extrato de levedura 3 temperatura de 30°C:

COMPOSTOS 74 Horas (g/L) 48 Horas (g/L) 72 Horas (g/L) 96 Horas (/L)

Acetato de etila 2,980 36,90 41,981 15,890
Isobutanol 2,762 2,264 3,579 2,008
I-Butanol 0,248 0,666 1,733 1,543

Propanoato de etila 0,033 0,301 0,526 0,102
Alcool isoamilico 0,075 0,225 0,362 0,823
Aleool n-amilico 0,043 0,029 0,143 0,079

Acetaio de n-butila 0,005 (0,068 0,016

Acetato de isoamila 0,120 0,09 0,004 0,009
Caproato de etila 0,0102 0,007

Alcool feniletilico 0,096 0,011 0,008 0,012
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Tabela 1.13 Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Manose/Autolisado de levedura 4 temperatura de 206°C:

COMPOSTOS 24 Horas (g/L) 48 Horas (g/L) 72 Horas (g/1.) 96 Horas (g/L)

Acetato de etila 2,81 6,92 10,296 13,955
Isobutanol 0,74 1,59 1,864 1,886
1-Butanol 0,29 0,97 1,307 2,172
Propancato de etila 0,01 0,04 0,041 0,031
Alcool isoamilico 0.4 0,92 2,091 1,38
Alcool n-amilico 0,09 0,15 0,142 0,138
Acetato de n-butila 0,81 2,87 3,089 0,159
Acetato de isoamila 0,001 0,002 0,002 0,004
Caproato de etila 0,02 0,026 0,0129
Alcool feniletilico 0,01 0,02 0,259 0,146

Tabela 1.14 Quantidade de compostos voldteis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Manose/Autolisado de levedura 4 temperatura de 25°C:

COMPOSTOS 24 Horas (/L) 48 Horas (g/L) 72 Horas (¢/1) 96 Horas {g/L)

Acetato de etila 1,01 0,72 0,658 ,483
Isobutanol 0,177 0,292 0,41 0,232
1-Butanol 0,022 0,028 0,063 0,051

Propanoato de etila 0,055 0,074 0,122 0,074
Alcool isoamilico 0,712 1,187 2,336 0,996
Alcool n-amilico 0,053 0,068 0,073 0,111

Acetato de n-butila 0,086 0,273 0,264 0,133

Acetato de isoamila 0,542 0,241 0,44 0,802
Caproato de etila 0,137 0,074 0,071 0,255

Alcool feniletilico 0,06 0,095 0,179 0,108
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Tabela 1.13 Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Manose/Autolisado de levedura & temperatura de 30°C;

COMPOSTOS 24 Horas (g/L) 48 Horas (g/L) 72 Horas (g/L} 96 Horas (&/L)

Acetato de etila 0,438 20,827 27,337 15,726
Iscbutanol 0,154 42,06 0,092 1,971
1-Butanol 0,064 9,908 2,885 1,977

Propanoato de etila 0,080 0,831 0,219 0,115
Alcoo] isoamilico 0,156 0,293 0,077 0,009
Alcool n-amilico 0,058 0,191 0,029 0,008
Acetato de n-butila 0,076 0,114 0,021 0,022
Acetato de isoamila 0,051 0,042 0,048 0,024
Caproato de etila 0,038 0,020 0,06 0,014
Alcool feniletilico 0,034 0,027 0,017 0,009

Tabela 1.16 Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Manose/Extrato de levedura a temperatora de 20°C:

COMPOSTOS 24 Horas {(g/L) 48 Horas (g/l) 72 Horas (g/l.} 96 Horas (g/1.)

Acetato de etila 18,67 21,24 16,47 8,862
Isobutanol 0,732 3,334 3,141
1-Butanol 6,885 2,062 1,884 1,496
Propanoato de etila 0,065 (0,054 0,05 0,07
Aleool iscamilico 1,236 1,869 1,083 1,027
Alcool n-amilico 0,068 0,194 0,113 0,110
Acetato de n-butila 0,463 (3,018 0,583 (0,258
Acetato de isoamila 0,003 3,58
Caproato de etila 0,016 0,033 0,04 0,01
Alcool feniletilico 0,1 0,193 0,118 0,09
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Tabela 1.17 Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meto de cultura Manose/Extrato de levedura 4 temperatura de 25°C:

COMPOSTOS 24 Horas {g/1.) 48 Horas (g/l.) 72 Horas (g/L) 96 Horas (g/1)

Acetato de etila 2,208 12,28 4,325 3,574
{sobutanol 0,337 1,368 1,047 0,99
1-Butanol 0,024 0,213 0,163 0,166

Propanoato de etila 0,261 0,869 0,416 0,491
Aleool iscamilico 1,035 1,49 1,37 1,209
Alcool n-amilico 0,066 0,124 0,097 0,14
Acetato de n-butila 0,274 (0,549 0,141 0,135
Acetato de 1scamila 0,163 5,282 0,57 1,077
Caproato de etila 0,023 0,039 0,329 0,125
Alcool feniletilico 0,89 0,077 0,269 0,102

Tabela 1,18 Quantidade de compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens no

meio de cultura Manose/Extrato de levedura a temperatura de 30°C;

COMPOSTOS 24 Horas (g/L.y 48 Horas (g/L.} 72 Horas (g/L.} 96 Horas (g/L)

Acetato de etila 3,003 21,292 35,12 16,183
Isobutanol (3,419 3,187 2,927 0,557
1-Butanol 2,656 1,322 2.323

Propanocato de etila 3,231 1,120 0,519 0,066
Alcool isoamilico 0,02 1,239 0,025 0,240
Alcool n-amilico 0,02 0,151 0,141 0,115
Acetato de n-butila (0,011 (0,324 0,049
Acetato de isoamila 0,075 0,026 0,035 0,032
Caproato de etila 0,021 0,032 0,006 0,016
Alcool feniletilico 0,063 0,13 0,019 0,009
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ANEXO 2 - Maiores rendimentos obtidos nos meios de cultura selecionados

nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C.
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ANEXO 3- Hustraciio dos cromatoegrantas de quantificacio e identificaciio
des compostos volateis produzidos por Pichia membranaefaciens, nos

diferentes meios de cultura, apés 48 horas de fermentagio.
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Anexo 3.1 Cromatograma de quantificagio dos compostos volateis no meio de

cultura Glicose/Autolisado de levedura apos 48 horas, 4 temperatura de 20°C.

! Pico Tempo de Retencio  Composto
1 6,542 Acetato de etila
2 6,892 Isobutanol
3 9,725 Alcool isoamilico
4 11,750 Acetato de n-butila
5 13,400 Acetato de isoamila
6 16,208 Caproato de etila
7 16,633 nio identificado
8 19,067 Aleool feniletilico
g 19,683 nfo 1dentificado

5
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Anexo 3.2 Cromatograma de quantificacdo dos compostos volateis no meio de

cultura Glicose/Extrato de levedura apds 48 horas, 4 temperatura de 20°C,

ie 2

Pico Tempo de Retenciio
1 5,500
6,550
6,892
3,533
8,592
9,733
13,408
16,642
18,500
19,075
19,667

OO0 -1 Oy L B L b

pod st
Ll o

Composto

nia identificado
Acetato de etila
Isobutanol
Propanoato de etila
Alcool isoamilico
Alcool n-amilico
Acetato de 1soamila
Contarminante
Alcool feniletilico
néo identificado
nio identificado



Anexo 3.3 Cromatograma de quantificacdo dos compostos voléteis no meio de

cultura Frutose/Autolisado de levedura apés 48 horas, a temperatura de 20°C.

Pico Tempo de Retenc¢io
6,567
6,883
8,558
9,592
9,725
11,750
13,392
13,467
16,225
16,650
18,333
18,917
19,683

et bd ek et
o 000 SO L W b

Composto

Acetato de etila
Isobutanol
Propanoato de etila
Alcool isoamilico
Alcool n-amilico
Acetato de n-butila
Acetato de isoamila
nio dentificado
Caproato de etila
ndo identificado
Alcool feniletilico
nio identificado
ndo identificado



Anexo 3.4 Cromatograma de quantificagio dos compostos volateis no meio de

cultura Frutose/BExtrato de levedura apés 48 horas, a temperatura de 20°C.

2
Pico Tempo de Retengio Composto

1 6,092 nio identificado
2 6,550 Acetato de etila
3 6,892 Isobutanol

* 4 8,525 ndo identificado
5 9,575 11}1(:001 ispamilico
6 9,742 Alcool n-amilico
7 10,667 ndo identificado
8 11,650 Acetato de n-butila
9 13,400 Acetato de isoamila
i0 13,483 nio identificado
11 16,225 Caproato de etila
12 16,642 ngo identificado
13 18,517 Alcool feniletilico
14 18,108 nao identificado
15 19,675 nio identificado

g
5
.
A ! 5 i 12 o



Anexo 3.5 Cromatograma de quantificagio dos compostos volateis no meio de

cultura Manose/Autolisado de levedura apds 48 horas, a temperatura de 20°C.

1
Pico Tempo de Retencio  Compeosto
1 6,525 Acetato de etila
2 6,875 Isobutanol
3 9,558 Alcool isoamilico
4 9,725 Alcool n-amilico
5 10,642 nao identificado
6 13,383 Acetato de isoamla
7 16,633 ndo identificado
8 18,508 Alcool feniletilico
9 19,108 ndo identificado
10 19,605 nio identificado
t}
| 8
4
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Anexo 3.6 Cromatograma de quantificagio dos compostos volateis no meio de

cultura Manose/Extrato de levedura apos 48 horas, a temperatura de 20°C.

Pico Tempo de Reten¢io  Composto

i 6,558 Acetato de etila
2 6,875 Isobutanol
3 9,583 Alcool isoamilico
4 9,733 Alcool n-amilico
5 10,658 nio identificado
6 13,400 Acetato de isoamila
7 13,475 ndo identificado
8 16,650 Caproato de etila
9 18,525 Alcool feniletilico
2 &
: &
5
3 8



