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RESUMO

Muitas espécies de microrganismos produzem compostos agradaveis de aroma em meio
liquido de cultura.

Neste trabalho foram estudados pardmetros do processo fermentativo para a produgdo de
compostos volateis de aroma por novas linhagens de Neurospora sp, isoladas de beiju (
massa de mandioca naturalmente fermentada), de varias regides do Maranhéo Brasil.

As trés linhagens deste estudo, Neurospora spl, Neurospora sp2 e Neurospora sp5
produziram aroma bastante agradavel de frutas e de fungo, variando apenas sua intensidade,
dependendo do meio de cultura utilizado.

Os parametros considerados foram: composig¢do do meio de cultura, concentragéo inicial de
esporos, temperatura e adigdo de precursor.

Nos ensaios para produgdo de compostos volateis pelas trés linhagens de Neurospora sp
foram selecionados oito meios de cultura: Caldo Extrato de Malte5%, Yeast Malt Broth,
Czapeck modificado, Vogel minimo sacarose, Vogel minimo maltose, Corn Steep sem
glicose ,Corn Steep com glicose e Frutose/Extrato de Levedura. Foi utilizada temperatura
de 30°C, com agitagio de 200rpm e a formagdo dos compostos foi acompanhada por 144
horas de fermentagao.

Através da utilizagdo da técnica de extragdo dos volateis por “Purge and Trap” acoplada a
cromatografia gasosa e célculo do indice de Retengo, foram identificados 3 classes de
compostos: aldeidos ( acetaldeido), ésteres ( acetato de etila, butirato de etila e hexanoato
de etila) e alcoois (dlcool isoamilico e 1-octen-3-ol).

Os diferentes compostos apresentaram suas melhores concentragdes produzidos por
linhagens distintas, em tempos de fermentagdo e meios de cultura diversos.

O acetaldeido teve sua melhor concentracdo (98ppm) produzido pela linhagem Neurospora
spl em meio Frutose/Extrato de Levedura com 144horas de fermentagdo.

Os compostos acetato de etila e butirato de etila foram produzidos nas suas concentragoes
maximas pela linhagem Neurospora sp2, 165ppm em meio Vogel sacarose com 72 horas
de fermentagcdo e 17,9ppm em meio Frutose/Extrato de Levedura com 96 horas de

fermentag@o respectivamente.
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A linhagem Neurospora sp5 produziu as melhores concentragdes de : alcool isoamilico,
213 ppm em meio Frutose/Extrato de Levedura com 96 horas de fermentagéo; hexanoato de
etila, 2,6ppm em meio Vogel sacarose com 48 horas de fermentagdo e de 1-octen-3-ol,
10,3ppm em meio Yeast Malt Broth em 48 horas de fermentag3o.

No estudo das temperaturas feito com a linhagem Neurospora spl em meio Caldo Extrato
de Malte 5%, a temperatura de 25°C produziu melhores concentragdes dos compostos em
relag@o a 30°C; ja no meio Yeast Malt Broth a temperatura de 30°C produziu melhores
resultados. Na temperatura de 35°C ndo houve desenvolvimento de aroma.

Os resultados revelaram que as linhagens de Neurospora sp deste estudo apresentam
potencialidade para produgdo de compostos volateis de aroma sendo importante o ajuste
das condi¢es de fermentago para melhoria da produtividade e aplicagio em industrias de

aromas.
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SUMMARY

Several microbial species produce a pleasant odour in liquid culture medium.

It was studied some fermentative processes parameters for the production of volatile
compounds of flavour by new strains Neurospora sp, isolated from beiju (naturally
fermented cassava mass), in the Brazilian State of Maranhio.

The three selected strains, Neurospora spl, Neurospora sp2 and Neurospora sp5 have
produced a very pleasant fruity and mushrooms like aroma, whose intensity varied
dependent on the culture medium used.

The parameters used were: culture medium composition, initial spores concentration,
temperature and precursor’s addition. l
Eight culture medium culture medium composition were selected: 5% Malt Extract, Yeast
Malt Broth, Czapeck, Vogel sucrose, Vogel maltose, Corn Steep Liquor Glucose and
Frutose/Yeast Extract. The temperature chosen was 30°C with agitation of 200 rpm; the
production of volatile compounds was followed by 144 hours of fermentation.,

Using Purg and Trap concentration system, coupled with gas chromatography and
calculation of retention Index, three classes of compounds could be identified: aldehyds
(acetaldehyde), esters (ethyl acetate, ethyl butyrate and ethyl hexanoate) and alcohol
(isoamilic alcohol and 1-octen-3-ol).

The different compounds presented their best concentrations produced by distinct strains,
under different fermentation times and culture mediums.

The “acetaldeido” had its best concentration (98 rpm) produced by Neurospora spl’s strain
in Frutose /Yeast Extract medium in 144 hours of fermentation.

The compounds ethyl acetate and ethyl butyrate were produced under their maximum
concentration by Neurospora sp2’s strain, 165 ppm in Vogel Sucrose medium in 72 hours
of fermentation and 17,9 ppm in Frutose/Yeast in 96 hours of fermentation respectively.
The Neurospora sp5’s strain had produced the best concentrations of: isoamilic alcohol,
231 ppm in Frutose/Yeast Extract medium in 96 hours of fermentation; ethyl hexanoate, 2,6
ppm in Vogel Sucrose medium in 48 hours of fermentation and 1-octen-3-o0l, 10,3 ppm in
Yeast Malt Broth medium in 48 hours of fermentation.

In the temperature studied, with the Neurospora spl’s strain in 5% Malt Extract Broth

medium, under a temperature of 25°C has produced better concentrations of compounds
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than in 30°C; in Yeast Malt Broth medium the 30°C temperature has produced better
results. Under 35°C it wasn’t found flavour development.

The results have revealed that Neurospora sp’s strain in this study presented potential for
the production of volatile compounds of flavour, being important the adjustment of

fermentation conditions to make productivity and application in flavour better.
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1 — INTRODUGAO

O sabor & uma resposta integrada a uma mistura de estimulos (cheiro, gosto,
tato),estando principalmente relacionado com o gosto e aroma. O gosto € devido a
compostos ndo volateis que interagem com receptores da mucosa bucal e geralmente
estdo presentes nos alimentos em grandes concentragoes.

Ja o aroma é dado por compostos volateis a temperatura ambiente; sao percebidos por
receptores olfativos na cavidade nasal e estdao presentes nos alimentos em
concentragbes muito baixas. Geralmente, o aroma €& o responsavel pelo sabor
caracteristico, sendo portanto um dos mais importantes atributos em alimentos e
bebidas.

O aroma natural € uma mistura muito complexa de compostos quimicos, biologicamente
ativos, dificil de ser sintetizado quimicamente. Na industria de alimentos a cada dia que
passa se atribui cada vez mais papel importante aos compostos de aroma, sendo que
sua sintese € o principal alvo de estudos comerciais.

Segundo Schindler, em 1982 o mercado mundial de aromas e fragrancias alcangou a
cifra de 2 bilhées de délares ; ja em 1992 a industria de aromas movimentou cerca de 7
bilndes de doélares(L. Janssens ), sendo que em 1996 o valor alcangou cerca de 9,7
bilhdes de ddlares.

Aproximadamente 80% de aromas e fragrancias utilizados no mundo sao produzidos
por sintese quimica tendo como principal motivo a ordem econdmica, devido ao fato
da diferenca de prego entre um composto natural e o sintetizado quimicamente. A
vanilina sintética tem valores no mercado entre 50 e 60 ddlares /Kg sendo que a
vanilina extraida da vagem de vanila sobe para 4000 délares /Kg. Porém a sintese
quimica apresenta algumas desvantagens como a falta de seletividade,
pureza,solubilidade e estereoespecificidade, além de nao ser considerada natural.

A grande maioria dos aromas naturais tem sido obtida por processo de extracao de
vegetais e alimentos em geral. A produgado desses aromas tem como desvantagens
custos elevados, limitada disponibilidade de matéria prima, variabilidade na qualidade e

quantidade dos extratos e dependéncia as vezes a restricdes politicas de mercado.



De encontro & tendéncia dos consumidores por alimentos que contenham ingredientes
e aditivos naturais, a Biotecnologia aparece com um grande potencial de aplicagao, pois
implica em trabalhar com a natureza envolvendo seres vivos e sistemas bioldgicos. Sua
origem remonta as atividades artesanais da antiguidade na fermentacdo da cevada
para produgao de cerveja, panificagdo e producdo de alimentos fermentados como
queijo e iogurte. As principais vantagens estao relacionadas aos produtos produzidos
por processo biotecnolégico, que possuem o “status“ de composto natural ; possuem
estereoespecificidade e pureza, eliminando a presenga de misturas racémicas ; os
aromas podem ser produzidos em condicdes amenas e propiciam a producdo de
sabores complexos e leves. Possui também como todos os processos algumas
desvantagens como a sua baixa produtividade e custo relativamente alto.

Muitos microorganismos sao capazes de produzir aromas biotecnologicamente ,via
sintese de novo, que significa produgdo de compostos por fermentagiao a partir de
nutrientes simples, tais como agticares e aminoacidos. Os microorganismos podem
catalisar conversées especificas de precursores adicionados ou de intermediérios, pelo
processo de bioconversao ou biotransformacao.

Os compostos produzidos através de processos microbianos incluem ésteres, aldeidos,
cetonas , lactonas, alcodis e outras moléculas complexas.

As condigbes de cultivo tais como composigdo do meio de cultura (fonte de carbono ,
fonte de nitrogénio e outros elementos ), pH , tempo de fermentagao, temperatura de
incubacao, agitagdo, e aeragao sao os fatores determinantes do tipo e quantidade de
aroma produzidos, além da linhagem do microorganismo ( Sariaslani & Rosazza ,1984;
Armstrong & Brown,1988; Gatfield,1988; Scharpf et al ,1992; Janssens et al ,1998:
Welsh,1994).

O objetivo deste trabalho foi estudar a correlagédo entre determinados parametros de
fermentacdo e a produgdo de compostos volateis de aromapor novas linhagens de
Neurospora sp. Os parametros considerados foram: composicdo do meio de cultura,
temperatura de incubacgéao, tempo de fermentacéo, concentracgao inicial da suspensao

de esporos e adigao de precursores. A quantificagao e a identificacdo dos compostos



produzidos pelo processo fermentativo foi realizada por “Purge and Trap Dynamic

Headspace (P&T/ DHS) acoplado a Cromatografia Gasosa.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ha centenas de anos , aromas e fragrancias tem desempenhado importante funcao em

proporcionar prazer e satisfagdo ao homem (SCHARPF et al , 1986).

A maioria dos aromas naturais sdo o resultado de misturas de compostos quimicos,

biologicamente ativos e a maioria apresenta estruturas complexas, possuindo varios

grupos funcionais, além de estarem presentes em baixas concentracées (SARIASLANI

& ROSAZZA, 1984).

Por muito tempo, plantas foram a Unica fonte de compostos de aroma e a maioria

destes foram isolados a partir de odleos essenciais. Porém , os componentes

sensorialmente ativos, geralmente encontram-se presentes em quantidades minimas ou

ligados a outras substancias, o que dificulta a sua extragao (JANSSENS et al,1986).

Cerca de 84% dos compostos de aroma disponiveis no mercado s&o produzidos por

sintese quimica ou extragdo vegetal ( JANSSENS et al,1986; KRINGS &

BERGER, 1998). Atualmente existe tendéncia a utilizagao de aromas naturais motivada

principalmente pela conscientizagdo por parte dos consumidores com relagao a sua

saude, evitando alimentos com aromas artificiais e estimulando o desenvolvimento de

produtos naturais( LUGAY, 1986). Esta tendéncia fica evidente na Alemanha onde em

torno de 70% dos aromas utilizados nas industrias de alimentos em 1990 eram naturais

(KRINGS & BERGER,1998).

Segundo TYRELL(1995), existem 3 categorias de aromas naturais:

1- Materiais que sao formados durante o metabolismo natural de animais e plantas que
podem ser usados na forma seca ou extraidos e refinados: ou

2- Compostos de aroma formados durante a agao de enzimas e microrganismos ;ou

3- Compostos de aroma basicos formados durante o processamento térmico de
ingredientes naturais.

Certas condicbes devem ser garantidas para assegurar que compostos de aroma

produzidos biotecnologicamente sejam considerados naturais. Estas condicées

estipulam que a matéria prima utilizada seja natural e que apenas processos fisicos

(extracao, destilacao e cristalizagao) sejam utilizados para o isolamento e purificacéo



dos compostos formados ; a biotecnologia & considerada em varios paises um processo
de obtengao de aromas naturais, desde que as condicdes anteriores sejam respeitadas
(GATFIELD, 1995).

A utilizagao de microorganismos em alimentos para producéo de aromas ja & conhecida
ha centenas de anos. Desde o advento da cerveja, vinho, queijo, além de outros
produtos fermentados, processos microbiolégicos tem tradicionalmente desempenhado
papel fundamental no desenvolvimento de misturas complexas de aroma em alimentos.
As raizes da moderna biotecnologia desenvolveram-se a partir de niveis artesanais,
chegando nos tempos atuais a grandes industrias (KRINGS & BERGER,1998;
GATFIELD,1988; GATFIELD,1995).

O primeiro estudo sobre produgcdo de aromas por microorganismos foi realizado por
OMELIANSKI, em 1923, que apresenta alguns microorganismos € o seu odor
caracteristico, sendo que tal habilidade em produzir aroma, era utilizada ao lado de
caracteristicas quimicas e morfologicas para classificar os microorganismos.
Microorganismos fornecem uma interessante oportunidade no sentido de melhorar as
metodologias ja existentes na produgdo de aromas. Comparados com processos
agricolas podem em alguns casos proporcionar a possibilidade de se tornarem mais
independentes das mudang¢as de qualidade e colheita . Comparados com as vias
quimicas existentes, os microorganismos podem oferecer melhor especificidade
voltados aos passos de transformacdes de interesse (SCHINDLER & SCHMID,1982).
A produgéao de aromas a partir de microorganismos, plantas ou tecido animal implica no
conhecimento das vias metabdlicas da formagdo dos compostos volateis, a sua
natureza quimica , além das reagdes nao enzimaticas que poderiam alterar ou destruir
aromas desejaveis. A identificagdao das substancias precursoras destes compostos
aromatizantes possibilita aplicagées onde o aroma poderia ser produzido durante o
preparo do alimento, resultando num forte impacto com perda minima durante o
armazenamento e estocagem. Desse modo, de posse deste conhecimento e utilizando-
se a Engenharia Genética, os microorganismos sintetizariam aromas em quantidades

comerciais a um custo razoavel (LUGAY, 1986).



Microorganismos sao sistemas vivos e podem produzir metabdlitos que possuem
propriedade de aroma. As reagdes metabdlicas sdo catalisadas pelas enzimas
presentes nos microorganismos . Duas estratégias sdo possiveis para produgao de
compostos de aroma por processo biotecnolégico : biossintese, também chamada de
sintese de novo, onde microorganismos sao capazes de produzir compostos de aroma
por fermentacéo a partir de nutrientes simples, como aglucares e aminoacidos; e que
microrganismos podem catalisar conversoes especificas de precursores adicionados ou
intermediarios, no processo chamado bioconversao ( JANSSENS et al ,1992) .

O caminho biossintético dos microorganismos pode ser manipulado para produzir certas
moléculas que sdo normalmente limitadas a pequenas quantidades por mecanismos
celulares de regulagao. Industrias de aroma desenvolvem técnicas para selecao de
mutantes onde o processo regulatério é alterado de modo a que metabdlitos de
interesse tenham sua produgao aumentada. Metabdlitos primarios tais como agucares e
aminoacidos sao essenciais para o crescimento celular e também podem contribuir com
notas de sabor e odor. Certos aminoacidos e peptideos sao doces enquanto outros sao
amargos ou salgados ( SCHARPF et al, 1986).

Compostos de aroma sao resultantes principalmente do metabolismo secundario tanto
em plantas quanto em microorganismos (HEATH & REINECCIUS, 1986).Metabdlitos
secundarios séo substancias que no sdo necessarias para sintese celular (SCHARPF
et al, 1986; ABRAHAM & BERGER, 1993). Antibioticos sdo bons exemplos de
metabdlitos secundarios produzidos por fermentagdo em escala industrial. Muitos
volateis encontram-se nesta categoria de metabdlitos secundarios , como alcoois,
aldeidos, cetonas, terpenos e lactonas. Os ésteres formados por fungos também sao
exemplos de metabdlitos secundarios, como mecanismo de remogdo de acidos e
alcoois do meio, pois 0 seu acumulo seria toxico para o microorganismo( SCHARPF et
al,1986). Microorganismos que produzem metabdlitos secundarios geralmente sofrem
um periodo de crescimento logaritmico, onde a sintese de metabdlitos & desprezivel.
Quando a cultura estd na fase estacionaria, normalmente a produgcao destes
metabolitos € aumentada ( SCHARPF et al, 1986) .



De acordo com COLLINS citado por SCHARPF(1986), os metabdlitos secundarios
contribuem para a sobrevivéncia do microorganismo pela inibicado de espécies
competidoras que poderiam ocupar 0 mesmo nicho ecoldgico. Além disso foi sugerido
também que em fungos a liberacao de volateis estimularia a germinacao de esporos,
além de servir como atrativos. Em macgas , o composto 2-metilbutanoato, além de
contribuir no aroma ,serve como atrativo de insetos (ROWAN et al ,1996).

Existem porém casos relatados na literatura onde a produgao desses compostos
volateis nao ocorre na fase de metabolismo secundario ((BERGER, 1995).Um exemplo
desta situacdo foi demonstrada por (ABRAHAM & BERGER, 1993) ,onde cultura
submersa de Mycena pura apresentou produgao de citronelol ja a partir do primeiro dia
de fermentagdo. Outro exemplo é a produgdo de acido abscisico por Cercospora
rosicola , que aumentou em paralelo com a massa celular seca na fase inicial de
crescimento (JIANG, 1995).

Segundo HEATH & REINECCIUS(1986) e TRESSL & ALBRECHT(1986), compostos
volateis podem ser formados a partir do metabolismo de lipidios, aminoacidos e
carbohidratos.

Os compostos volateis podem ser formados a partir de lipidios por diferentes vias, as
quais incluem B oxidagao, clivagem de hidroxiacidos ( produgao de lactonas) e a
oxidacao via enzimas lipoxigenases. Os produtos primarios sdo aldeidos e cetonas;
varias  oxidagbes, redugbes e esterificagbes também produzem quantidades
substanciais de acidos, alcoois, lactonas e ésteres. Segundo JENNINGS citado por
HEATH & REINECCIUS (1986), a via da B oxidacao fornece a maioria dos compostos
volateis em péra. A atividade das lipoxigenases gera muitos ésteres alifaticos, alcoois,
acidos e carbonilas encontrados em frutas derivados a partir da degradacao oxidativa
dos acidos linoleico e linolenico .

Muitos compostos de aroma tais como alcoois metilicos ramificados, acidos, ésteres,
cetonas, compostos aromaticos que contém enxofre sao derivados do metabolismo de
aminoacidos. A biossintese dos aminoacidos nos cloroplastos e plastideos e sua

degradacdo na mitocondria, envolve reagoes sequenciais. Em banana, o aminoacido



leucina € transformado em 3 - metil - 1 - butanol e 3-metil butil acetato, importantes
compostos de aroma. Aminodcidos aromaticos também servem como importantes
precursores para o aroma de frutas. Alguns dos compostos aromaticos tem origem na
tirosina e fenilalanina , como é o caso do eugenol.

No caso de aromas formados a partir do metabolismo de carbohidratos, considera-se
que no metabolismo das plantas , a obtengdo de toda energia é diretamente da
fotossintese e esta via envolve a transformagao de CO, em acucares os quais sdo
metabolizados nas necessidades da planta como aminoacidos e lipidios. Assim
podemos notar que indiretamente os compostos de aroma sdo resultantes do
metabolismo de carbohidratos. Alguns poucos compostos, no entanto podem resultar
do metabolismo direto de carbohidratos, por exemplo ,0s terpenos.

Segundo TRESSL & ALBRECHT, 1986, os microorganismos produzem diferentes
classes de compostos de aroma através de reagbes tipicas, tais como: oxidacgoes,
reducdes, hidrélises, nitrificacoes, denitrificagdes, isomerizagdes e esterificagées .

Os ésteres estdo entre os mais importantes compostos na industria de aromas
(HERRAIZ, 1990). Sao importantes tanto em alimentos naturais , como frutas, quanto
em alimentos fermentados. Os ésteres sdo provavelmente os compostos mais
importantes em algumas bebidas alcodlicas ( HEATH & REINECCIUS, 1986).

Em frutas estdo presentes em baixas concentracées , em torno de 1 a 100 ppm. Foram
Os primeiros compostos produzidos sinteticamente, porém sabe-se ha muito tempo que
ésteres podem ser sintetizados por microorganismos ( JANSSENS et al ,1992) .
OMELIANSKY citado por KRINGS & BERGER, 1998, relatou que alguns
microorganismos produziram aroma de maca, provavelmente devido a formacao de 3
metilbutil 3 metilbutirato.. PEREIRA & MORGAN ,1958, identificaram butirato de etila
Jisovalerato de etila e hexanoato de etila como principais ésteres responsaveis pelo
aroma de fruta produzido por culturas de Pseudomonas fragi em leite pasteurizado e
queijo, como “off- flavour”.

A produgéo biolégica dos ésteres pode ocorrer por alcodlise de compostos acil — CoA
ou por esterificagdo de um acido organico com um &lcool ( ARMSTRONG & BROWN,
1994).



No caso da alcoodlise de compostos acil — CoA , existe uma enzima associada a
membrana, alcool acetiltransferase que atua na formagao de ésteres. O nivel de acetil
CoA é muito controlado ja que € o principal metabdlito consumido no ciclo do acido
tricarboxilico , porém em determinadas condigées, os niveis intracelulares podem
aumentar significativamente. (ARMSTRONG & BROWN, 1994), por exemplo.

A segunda via, a esterificagdo direta de determinados alcoois e acidos organicos por
microorganismos, pode levar a inimeros ésteres de importancia econdmica como
butirato de etila (aroma de abacaxi) (ARMSTRONG & BROWN, 1994).

Esteres de cadeia curta podem ser produzidos através da bioconversdo de precursores
apropriados. Um exemplo é a utilizagao de 6leo fusel como precursor .que € composto
principalmente por 3-metilbutanol e 2-metilbutanol. A levedura Hansenula miakii
converte estes alcoois nos seus acetatos correspondentes com alto rendimento. Os
ésteres produzidos volatilizam-se durante o processo aerdbico e sdo adsorvidos em
carvao ativado. O concentrado final obtido pela desor¢édo do carvao ativado, pode ser
usado como aroma natural de banana ( GATFIELD 1988; JANSSENS, 1992; WELSH,
1995)

Os terpenos sdo os maiores constituintes e os responsaveis pelo aroma caracteristico
de 6leos essenciais. Sao hidrocarbonetos formados a partir da unidade isoprenoide de
5 carbonos , podendo ser de cadeia aberta ou fechada, saturados ou insaturados. Pelo
fato de serem facilmente oxidados, produzindo “off-flavour” , séo geralmente removidos
dos 6leos essenciais ( HEATH & REINECCIUS,1986; KEMPLER, 1983).

Terpenos na sua maioria sdo produzidos por fungos, os quais podem ser encontrados
em pinheiros podres e pertencem aos Ascomicetos e Basidiomicetos. Estes fungos sao
adequados aos processos biotecnolégicos devido ao seu comportamento nos meios de
cultura , crescendo tanto em meios liquidos ou semi sélidos , de composigéao simples. O
género Ceratocystis , tem sido muito estudado e & capaz de produzir varios terpenos :
citronelol, geraniol, linalool, nerol e a-terpineol (JANSSENS et al , 1992).

Terpenos sdo o substrato favorito para o estudo de bioconversdo. Muitos

microorganismos sdo capazes de hidrolizar terpenos, produzindo compostos de maior



valor. Um exemplo € a conversao do sesquiterpeno valenceno em notkatona , composto
importante no aroma de suco de uva ( JANSSENS et al , 1992).

Os terpenos sd@o excelentes substratos para bioconversao estereoespecifica. Como
exemplo , a bioconversdao da mistura racémica DL — mentol, que € sintetizada
quimicamente . Os isomeros séo esterificados principalmente para acetatos, formatos,
propionatos ou succinatos. Microorganismos ou esterases isoladas sdo entao utilizadas
para hidrolizar especificamente L- mentil para L — mentol ( JANSSENS et al , 1992).
Lactonas sdo compostos potentes de aroma encontrados em grande variedade de
alimentos .Estao associadas com aroma de frutas (coco, péssego), manteiga, doce e
nozes (KEMPLER,1983; JANSSENS et al, 1992).

Devido ao seu baixo valor de ‘threshold”, as lactonas tem um alto valor comercial
(KEMPLER,1983). A maioria das lactonas & produzida quimicamente, poréem a
utilizagdo de microorganismos para sua producdo tem grandes vantagens,
principalmente a produgédo de lactonas opticamente ativas (JANSSENS et al, 1992;
GATFIELD, 1995). Microrganismos podem produzir lactonas que muitas vezes
requerem multiplos passos pela sintese quimica; é o caso do fungo Trichoderma viride
que produz forte aroma de coco quando cultivado em meio de batata /dextrina. O
composto responsavel por esse aroma € a lactona 6-pentil-2-pirona na concentragao de
170mg/L( JANSSENS et al, 1992; KEMPLER,1983).

Lactonas podem ser formadas a partir de aminoacidos, onde a desaminagéao oxidativa
do acido glutamico produz 2-oxoglutarato que é descarboxilado a 4-oxobutirato,
reduzido a 4-hidroxibutirato e apés ciclizagdo forma & - butirolactona( HEATH &
REINECCIUS, 1986).

Lactonas podem também ser formadas a partir de acidos graxos. A reducédo dos &cidos
graxos ocorre via f§ oxidagao. Depois de um certo numero de ciclos da B oxidagdo o
eéster CoA do hidroxiacido graxo é liberado do complexo da B oxidagao funcionando
como primeiro precursor de lactona (FERON et al,1996).Provavelmente a mais
importante lactona seja a 3 - decalactona, que pode ser obtida via fermentativa pela B

oxidagao do 6leo de ricino utilizando a levedura Candida lipolytica ( GATFIELD, 1995).
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Pirazinas sao compostos heterociclicos que contém nitrogénio; contribuem de forma
significativa para o aroma de muitos alimentos (KEMPLER, 1983). Estao
frequentemente associadas a aroma tipico de alimentos aquecidos tostados,
normalmente formados na reagéo de Maillard ( HEATH & REINECCIUS, 1986). Alguns
vegetais crus possuem tipico aroma da presenca de certas pirazinas : por exemplo 2-
metoxi-3-isobutil pirazina em pimentdo verde, fornecendo evidencias de que pirazinas
podem ser formadas por mecanismos biologicos (HEATH & REINECCIUS, 1986:
GATFIELD, 1986).

A produgéo de acidos por microorganismos durante fermentagéo tem importancia para
0 aroma de muitos alimentos, ndo somente por sua presenga em si, mas por serem
substratos para biossintese de outros compostos de aroma tais como em produtos
lacteos (ARMSTRONG & BROWN, 1994).

Provavelmente o primeiro composto de aroma feito via biotecnologica foi o acido acético
produzido quando o vinho é oxidado a vinagre utilizando espécies de Acetobacter . Este
tipo de bioconverséo tem sido utilizado para outros substratos naturais para produgao
dos acidos naturais correspondentes que séo de interesse para a industria de aroma.
Desse modo, isobutanol que € um dos componentes do éleo fusel , pode ser convertido
por certas especies de Acefobacter em acido isobutirico (GATFIELD, 1986).

Outros acidos também podem ser formados durante a fermentagdo. A maioria dos
microorganismos possuem lipases que hidrolisam os triglicerideos formando glicerol,
monoglicerideos, diglicerideos e acidos graxos livres. Acidos também podem ser
derivados da desaminacé@o de aminoacidos. Os produtos sdo acidos de cadeia alifatica
e acidos aromaticos (HEATH & REINECCIUS, 1986).

Cetonas e dicetonas , como os aldeidos sdo caracterizados pela presenca do grupo
carbonila e podem ser classificadas em alifaticas, aromaticas ou derivadas de fenol.
Cetonas alifaticas, como acetona e diacetil sdo importantes em aroma de queijos
maturados por fungos. Cetonas do tipo 2-alcanonas sdo responsaveis pelo aroma e
sabor tipico do queijo Roqueforti. 2-alcanonas podem ser formadas via bioconversao de
gorduras, Oleos ou acidos graxos especificos por Penicillium roqueforti e por alguns
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outros microrganismos. As lipases de Penicillium sp liberam acidos graxos que sofrem 8
oxidacdo e descarboxilagdo chegando a uma 2-alcanona com um atomo de carbono a
menos que o acido graxo original ARMSTRONG & BROWN, 1994).

Existe grande interesse na producédo de acetaldeido, pois este contribue para a nota de
frescor e pungéncia em alimentos e bebidas, bem como em formulacdes. Candida utilis
é capaz de oxidar etanol a acetaldeido com rendimento razoavel. Melhores rendimentos
sao obtidos em condi¢des de limitagao de ferro (ARMSTRONG & BROWN, 1994).

Ao lado do acetaldeido, existem outros aldeidos naturais com importéancia comercial.
Um exemplo é a vanilina ( 4 hidroxi 3 metoxi benzaldeido), que € o aroma quimico mais
apreciado mundialmente. Vanilina natural ocorre nas vagens de Vanilla planifolia em
nivel abaixo de 2% do peso. Atualmente somente 0,2% de vanilina consumida
corresponde a vanilina natural. Limitadas reservas e alto prego da fonte natural tem
estimulado pesquisas para producéo biotecnologica, utilizando como possiveis
precursores, lignina, eugenol e acido fertlico. Porém baixas produtividades ainda sao
encontradas, pela toxicidade do precursor e do produto, bem como pela degradagao do
produto durante a fermentacao(KRINGS & BERGER,1998).

Alcoois normalmente sdo os menores contribuintes para o aroma, a nao ser que
estejam presentes em altas concentragdes(ppm) ou sejam insaturados como € o caso
do 1-octen-3-ol, composto de impacto no aroma de cogumelos(HEATH & REINECCIUS,
1986).

Outros alcoois sdo importantes como precursores para futuras bioconversoes, como por
exemplo para ésteres e aldeidos (ARMSTRONG & BROWN, 1994).

Alcoois podem surgir da via metabdlica primaria de um microorganismo ou pela reducao
de uma carbonila ao alcool correspondente. Produgao de alcool através do metabolismo
de aminoacidos pode ocorrer por transaminagao , descarboxilagdo e redugao ou por
desaminacao oxidativa seguida de descarboxilacdo e redugdo. Nas duas vias de
producdo, o produto é sempre um aminoacido menos o grupo amino e um atomo de
carbono (HEATH & REINECCIUS, 1986).
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A produgédo de aromas por células vivas depende como em qualquer processo
fisiolégico de parametros exdgenos, tais como temperatura, atividade de agua, pressao
parcial dos gases e grande variedade de nutrientes quimicos. Bactérias e fungos podem
se adaptar a condigdes extremas para producdo de compostos
volateis((BERGER, 1995).

Os efeitos da temperatura e pH precisam ser monitorados rigorosamente durante o
processo fermentativo para maximizar o rendimento do composto de interesse
Normalmente, temperatura e pH s&o ajustados em valores ideais para o crescimento do
microorganismo e que algumas vezes nao coincide como 6timo da enzima envolvida na
bioconversao. Por exemplo, Mycoacia uda produz aroma de améndoa doce; embora a
temperatura 6tima para crescimento do microorganismo seja 30°C , verificou-se que a
temperatura o6tima para produgao do composto de aroma era de 25°C (ARMSTRONG
& BROWN, 1994).

Muitos microorganismos necessitam de oxigénio para o seu crescimento, reproducédo e
manutengao de suas células, dependendo da linhagem do microrganismo. Aerébios
estritos metabolizam e crescem na auséncia de oxigénio livre; como por exemplo,
bactérias do gene Clostridium, que produzem etanol , butanol e acetona. Os aerébios
estritos metabolizam e crescem somente na presenga de oxigénio molecular. Entre os
aerobios, os fungos filamentosos sdo os que mais produzem compostos volateis: os
microorganismos facultativos séo capazes de alterar seu metabolismo dependendo do
meio ambiente onde se encontram, por exemplo leveduras industriais como
Saccharomyces, que produz aroma em paes e vinho (SCHARPF et al , 1986).

Fonte de carbono e nitrogénio sdo também fatores determinantes do tipo e quantidade
dos compostos de aroma produzidos. Compostos que contenham carbono fornecem
tanto energia, como componentes celulares. Por exemplo, Ceratocystis moniliformis,
pode produzir aroma de banana, péssego e citrus. O aroma produzido é dependente
das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas na composicdo do meio de cultura e foi

produzido apenas apos a deplecao da fonte de nitrogénio. Apés 5 dias de fermentagao
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obteve-se 50ug de monoterpenos por mililitro de meio de cultura ( BERGER et al,1988;
ARMSTRONG & BROWN, 1994; WELSH, 1995).

Fosfatos e elementos tracos, como ferro, zinco e magnésio estao envolvidos em varias
etapas do metabolismo, consequentemente tem papel importante na producao de
aroma, ndo s6 a presenca, mas também a auséncia, podem ser fundamentais na
producao destes compostos. Por exemplo, o efeito do ferro na produgao de acetato de
etila a partir de etanol por Candida utilis. Sob condi¢des limitadas de ferro , a levedura
formou acetil-CoA a partir do etanol, com uma subsequente reag@o ocorrendo para
formagao de acetato de etila. No entanto, quando o ferro estava presente , a acetil -
CoA foi oxidada no ciclo do acido tricarboxilico para o crescimento , ndo promovendo
acumulo do éster acetato de etila (ARMSTRONG & BROWN, 1994).

A especificidade da cepa pode ser muito importante para a produgao de aroma e pode
haver grande variagdo entre cepas de um unico microorganismo, como & o caso de
Phlebia radiata que possue no minimo 25 cepas, sendo que apenas 2 sao capazes de
produzir compostos de aroma(ARMSTRONG & BROWN, 1994).

PEREIRA & MORGAN (1958) detectaram a presenga de ésteres de isovalerato e de
acetato como sendo os principais ésteres produzidos por Pseudomonas fragi em
destilados de leite. A suplementagdo prévia do leite estéril com etanol estimulou a
rapida produgao de ésteres pelo microorganismo, sendo que em o éster isovalérico foi o
abundante. Os autores mostram evidencias de que a presenca destes ésteres foi

responsavel pelo aroma de frutas observado nas culturas .

REDDY et al (1968) identificaram e quantificaram ésteres produzidos por
Pseudomonas fragi . As culturas de Pseudomonas fragi foram isoladas de queijo tipo
“Cottage” e de leite pasteurizado com aroma de frutas e em seguida foram inoculadas
em leite homogeinizado estéril por 7 dias /21°C . Ap6s o desenvolvimento do aroma
tipico de frutas, os compostos volateis identificados por cromatografia gasosa foram:

acetato de etila, propionato de etila , butirato de etila, isovalerato de etila e hexanoato
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de etila. Os autores observaram que a adigao de 0,2% de etanol no meio estimulou a
producao dos eésteres. A utilizagdo de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa conferiu identificagdo positiva dos ésteres acima citados. Os ésteres mais
abundantes com aroma de frutas foram butirato de etila e hexanoato de etila. Nas
culturas onde o aroma foi mais forte as concentragdes dos ésteres foram 0,35 e 0,5
ppm respectivamente.

TAHARA et al. (1973) descreveram a caracterizacdo quimica de constituintes volateis
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 identificados foram: alcool metilico, alcool
etilico, alcool isobutilico, alcool n-butilico, alcool isoamilico, &lcool n-amilico, alcool
benzilico e alcool 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 ftalato, y-decalactona e acido 4-hidroxi-cis-6-dodecaendico y- lactona.

KAMINSKI et al. (1974) identificaram os compostos volateis produzidos pelos fungos
Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus oryzae, Aspergillus parasiticus,
Penicillum chrysosenum, Penicillum citrinum, Penicillum fumicutosum, Penicillum
raistriekii, Penicillumviridicatum, Alternaria, Cephasporum e Fusarium sp. Os
microorganismos foram cultivados em meio de farelo de trigo a 26-28°C por 28 horas.
Os compostos volateis produzidos foram destilados a baixa temperatura e a pressao
reduzida. Os destilados ddas armadilhas a -40° e -78°C foram extraidos com cloreto de
metileno e concentrados. Os concentrados foram analisados por cromatografia gasosa,
espectrometria de massa, reagdes quimicas de grupos funcionais e avaliagéo sensorial.
Foram detectados seis componentes nos destilados das culturas que foram
identificados como : 3-metil-butanol, 3-octanona,3-octanol,1-octen-3-ol, 1-octanol e 2-
octen-1-ol. Eles representam 67 a 97% de todos os volateis que ocorrem no destilado

15



concentrado. Dentre os volateis produzidos por fungos,1-octen-3-ol conferiu um odor

caracteristico de cogumelo e foi predominante.

HOSONO et al.( 1974) estudaram a produgdo de esterases por cinco linhagens de
bactérias lacticas e duas linhagens psicotrofilas pertencentes ao género Pseudomonas
na producdo de ésteres etilicos. Todas as linhagens continham esterase capaz de
esterificar acido butirico e acido caproéico com etanol. Nas bactérias lacticas a produgao
de butirato de etila foi mais alta do que hexanoato de etila. Os autores verificaram que a

producgéo de esterases por todas as linhagens foi muito afetada pelo pH do meio.

LANZA et al. (1976) relataram a producao de aroma por cultura de Ceratocystes
moniliformis. A avaliacao sensorial demonstrou que a qualidade e intensidade do aroma
variavam com a composi¢do do meio de cultura e com a idade das culturas. A
combinagdo de cromatografia gasosa e espectrometria de massa foi usada para a
identificacdo dos constituintes volateis em culturas que apresentaram aroma de fruta:
banana, péssego, péra e citrus. Os compostos identificados por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas foram: etanol, acetato de etila, acetato de n-propila, acetato
de isobutila e acetato de isoamila. Os resultados indicaram o microorganismo

Ceratocystes moniliformis como uma fonte potencial de aromas de frutas.

DRAWERT & BARTON (1978) descreveram a producdo de monoterpenos pela
levedura Kluyveromyces lactis Os monoterpenos: citronelol, linalol e geraniol, foram
produzidos em cultura aerdbica submersa. Sua biossintese nao necessitou de
precursores especiais. Foram produzidos cerca de 50ug/L de citronelol e linalol ,
enquanto que geraniol foi detectado somente em tragos. Quando foram alteradas as
condicdes do meio de cultura, foi possivel influenciar a obtengédo de monoterpenos .
Para o citronelol, o aumento da temperatura e o uso de concentragées elevadas de

asparagina como fonte de nitrogénio produziram alta taxa do composto.
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ARMSTRONG et al. (1984) estudaram a conversio de etanol para acetato de etila
utilizando Candida utilis. A formagéo do éster em meio de glicose foi resultado da
utilizagéo do etanol sob condicées de aeracao apropriada. Esta conversio foi inibida
pela suplementacao com Fe™ e o pH 6timo para conversao foi relatado ser 5 a 7.

SARRIS & LATRASSE (1985) cultivaram o fungo Fusarium poae em caldo de malte e
identificaram forte odor de frutas no meio. O aroma predominante de péssego em calda
foi caracterizado quimicamente como sendo cis-6-dodecen-4-olide, que foi a mais
abundante lactona presente no meio ( 2mg/L). Para a identificagdo foi utilizada
cromatografia gasosa e espectrometria de massa na comparagao com os dados de
retencdo e odores de padrdes auténticos. O microorganismo estudado foi isolado de
trigo e cultivado também em meio sélido. Os volateis foram extraidos com
diclorometano destilado utilizando-se 3 extragdes, que foram posteriormente
concentradas. Os concentrados foram fracionados em coluna de silica reidratada a
25%. As fragbes isentas de aroma foram descartadas. O forte aroma de frutas foi
verificado ser devido as lactonas —penta, -hexa, -hepta,

octa-, -nona, -deca, -ondeca, -dodeca, cis-6-dodecen-4-olide e —decalactonas.

BERGER et al. (1987) utilizaram uma linhagem de Ischnoderma benzoinum para a
producéo de volateis por fermentagdo. O microorganismo encontrado em madeiras
apodrecidas emite um fraco aroma agradavel. Os volateis foram extraidos com
pentano:diclorometano(2:1) e concentrados & 40°C. A identificacao dos compostos
volateis foi por cromatografia gasosa em coluna capilar e espectrometria de massa. Os
principais componentes do aroma foram identificados como o benzaldeido e
anisaldeido. O metabolismo ativo de componentes fendlicos pode ser correlacionado
com a habilidade do fungo em degradar lignina de madeira apodrecida. Outros
componentes que contribuem para a fragréncia encontrada no meio de cultura foram
relatados como : 4-octanolide e 2-octen-4-olide, linalool,1-octanol e octenéis. Foram
estudadas as condigbes de cultivo do microorganismo e a producao de volateis. A

substituicdo de asparagina, por fenilalanina leva a diminuicdo da taxa de crescimento,
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mas a formagao de aromas se processa. A adicao de tirosina favorece a formagao de
anisaldeido, sendo assumido que os aminoéacidos sao convertidos pela degradagao de
cadeia lateral e metilagdo da fungéo hidroxila. O crescimento da cultura de /schnoderma
benzoinum foi fortemente inibido na presenga de uma fracdo de oleo de coco. Esta
inibicao foi atribuida a liberagdo lipolitica de acidos graxos que podem interferir na

membrana do fungo.

JANSSENS et al. (1988) estudaram a produgdo de ésteres por Geotrichium
penicillatum. A composicao da fragao volatil foi analisada por cromatografia gasosa e
espectrometria de massa. O microorganismo estudado foi previamente denominado de
Trichosporum penicillatum ATCC 42397 sendo classificado como fungo. O meio de
cultura utilizado consistiu de 3% glicose,0,6% peptona e 0,2% de extrato de levedura.
Os compostos volateis produzidos foram arrastados por nitrogénio a 120ml/min e
adsorvidos em adsorvente polimérico “Tenax’. Antes da injecdao no cromatégrafo
gasoso, os volateis foram desorvidos a 200°C por 30min com gas hélio a 15ml/min.
Foram identificados os compostos: acetato de propila, crotoato de etila, propionato de
isobutila, valerato de etila, butirato de isobutila, isohexanoato de etila, propionato de
isopentila, hexanoato de etila e B-fenil etil acetato. A produgao dos diferentes ésteres
ocorreu em momentos diferentes do crescimento do microorganismo. Os acetatos
foram formados apos 57 horas de fermentagao, propionato e butirato apds 75 horas,
isobutirato apdés 87 horas e posteriormente a sintese de isovalerato. A alta
produtividade e especificidade dos ésteres produzidos dependeram do tipo de fonte de

nitrogénio e da adi¢gao de precurssores.

LATRASSE et al. (1988) estudaram a produgdo de ésteres pelo microorganismo
Geotrichium candidum mutante (Staron). Quando esta microorganismo cresceu em
meio de cultura contendo glicerol, uréia, L-asparagina, &cido Grico ou alantoina foi
produzido forte aroma de frutas, semelhante ao aroma de marmelada. A analise dos

volateis feita por cromatografia gasosa - espectrometria de massa (CG-MS) revelou a
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presenca de duas classes principais de volateis: alcoois e esteres. Os ésteres
responsaveis pelo aroma de fruta predominante na cultura foram os derivados de
acidos graxos de pequena cadeia como propandico, butandico, isobutanéico e 2-
metilbutandico. Através da avaliagao sensorial pelo “sniffing” no CG, foi verificado que o
aroma de marmelo foi sentido durante a eluigdo do etil isobutanoato enquanto que o
aroma de levedura foi percebido durante a eluigdo do 2-fenil etanol. A concentracao da
maioria dos volateis foi inferior a 1ppm. Os ésteres produzidos desapareceriam no
quarto dia de fermentagéo, enquanto o pH do meio aumentava. Além dos ésteres foram
identificados os alcoois isobutanol, 2-metil butanol e 2-fenil etanol. Tais alcoois sdo

relatados ser originarios de valina, leucina, isoleucina e fenilalanina respectivamente.

RAYMOND et al. (1990) estudaram a influencia de fatores fisicos, tais como
temperatura, velocidade de agitagdo, pH e biomassa , na produgdo de aroma de
morango por Pseudomonas fragi em meio a base de leite desnatado em 72 horas de
fermentagéo. Os principais compostos identificados por cromatografia gasosa foram:
butirato de etila, hexanoato de etila, 2-hexenoato de etila, isovalerato de etila e 2-metil
hexanoato de etila. Os melhores resultados para butirato de etila (17ppm) e para
hexanoato de etila (8ppm) foram obtidos com 60 horas de fermentacao, a temperatura
de 11°C , com agitagdo de 150rpm. Foi observado o desenvolvimento de “off — flavour”

com altas temperaturas e altas velocidades de agitacao.

RAYMOND et al. (1991) estudaram o aumento da produgdo de aroma de frutas por
Pseudomonas fragi cultivada em leite desnatado, soro de leite, suplementado com
acidos graxos de C3a C; carbonos. O microorganismo estudado produziu hexanoato de
etila, butirato de etila, acido hexendico etil éster, crotonato de etila, 2-metil hexanoato
de etila e isovalerato de etila. O tempo para adigdo de acidos graxos teve efeito no
crescimento e na produgdo de aroma. A adigdo de acidos graxos a 0 hora aumentou a
producdo de ésteres de C; a C; para cerca de 1500 vezes os valores reportados
anteriormente. A produgéo de metabdlitos de odor foi retardada pela adicdo de acidos
graxos livres no comego do periodo de fermentacéo.
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CORMIER et al. (1991) relataram a analise de volateis produzidos por Pseudomonas
fragi cultivado em leite. O microorganismo estudado produziu um agradavel aroma de
morango quando cultivado em leite desnatado a 15°C. Os volateis produzidos no meio
de cultura foram extraidos e coletados usando método de “purge and trap”. Os ésteres
butirato de etila , 3-metil butanoato de etila e hexanoato de etila foram os compostos de

maior contribuicao para o aroma.

PASTORE et al. (1994) , através de isolamento de linhagens de leveduras obtidas de
polen de flor, frutas maduras e plantas, isolaram uma linhagem de Geotrichum sp de
mamao. A linhagem selecionada foi cultivada em trés diferentes meios de cultura: Meio
G — 5% de glicose e 40 ml de extrato de levedura aquoso por 100 ml de meio; Meio F —
5% de frutose e e 40 ml de extrato de levedura aquoso por 100 ml de meio; e Yeast
Malt sem agar.

Os compostos produzidos foram identificados através de “Dynamic Headspace” e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Apoés dois dias de
incubacao a 30°C, foi verificada a presenga de aroma que se assemelha ao de maca e
morango através de testes sensoriais Obteve-se 22 compostos sendo que os de maior
concentracao foram identificados como : acetato de etila, 2-propanol, propionato de
etila, butirato de etila, isovalerato de etila, 2-metil 1-propanol, 3-metil 1-butanol e

hexanoato de etila.

ABRAHAM & BERGER (1994) estudaram os volateis produzidos por 20 linhagens de
Basidiomicetes, que comparados com outros microorganismos, 0s compostos
produzidos por eles , sdo os mais proximos aos volateis produzidos por plantas. Os
autores através de cromatografia gasosa e espectrometria de massa identificaram 123
compostos, sendo a maioria alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e fenois. Os autores
observaram a formacao de 40 alcoois diferentes, a maioria deles em quantidades acima
de 100ug/L sendo que os mais abundantes foram os alcoois superiores; a maioria das

linhagens produziu: 1-butanol, 2-metil-1-propanol e 3-metil-1-propanol. Foram

20



identificados 4 aldeidos alifaticos e 7 aromaticos com predominancia do benzaldeido. 12
cetonas foram identificadas e a maioria delas eram alifaticas, 3-hidroxi-2-butanona, 3-
octanona,4-metil-3-penten-2-ona . Foram também identificados 19 ésteres, sendo 15
deles aromaticos , 4 alifaticos e 14 lactonas.

FABRE (1995) cultivaram Kluyveromyces marxianus em um meio definido e verificaram
a formag&o de um forte aroma de banana,que provavelmente seja devido a produgao
de acetato de isoamila. Foram analisados os alcoois, aldeidos, acidos e ésteres através
de cromatografia gasosa combinada com espectrometria de massa. Os resultados
revelaram que os acidos foram produzidos apés 63 horas, enquanto a biossintese dos
esteres comegou apés 70 horas de fermentacao. As mudangas cinéticas de cada um
dos compostos durante 120 horas de fermentacao foram diferentes, porque sao usados
varios caminhos metabélicos. Além disso, tais variagbes na concentracdo de cada
componente  foram dependentes da sua prépria volatiidade. Os compostos
predominantes foram: alcool isoamilico, alcool 2-feniletilico e acido iIsobutirico, com

180mg/ L, 400mg/L e 290mg/L respectivamente.

MARQUES (1998) , estudou a levedura Pichia menbranefaciens em diversas
condigoes de cultivo, tais como variagdo da composi¢do do meio de cultura, pH do
meio, temperatura e tempo de incubagéo, visando a obtencdo de aromas de frutas.
Foram selecionadas as fontes de carbono: glicose, frutose e manose : como fonte de
nitrogénio, autolisado de levedura e extrato de levedura. Os principais compostos
volateis produzidos por Pichia menbranefaciens foram: acetato de etila, isobutanol, 1-
butanol, propanoato de etila alcool isoamilico, alcool n-amilico, acetato de isoamila,
acetato de n-butila, caproato de etila e alcool feniletilico. Estes compostos foram

analisados por cromatografia gasosa e identificados por espectrometria de massa.
BRAMORSKI et al. (1998) testaram a eficacia da fermentaccdo semi-sélida em
diferentes substratos de residuos agro-industriais, no crescimento e producao de

aroma de fruta por Ceratocystis fimbriata. Foram preparados 7 meios de cultura
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utilizando bagaco de mandioca, residuos de maga, feijao de soja e amaranto. O meio
contendo amaranto produziu aroma de abacaxi e os meios contendo bagago de
mandioca, feijao de soja e residuos de maga produziram forte aroma de frutas. Foram
identificados 6 alcoois, 5 ésteres, 1 acido,1 aldeido e 2 cetonas por cromatografia

gasosa.

OLIVEIRA (1998) estudou alguns parametros para produ¢ao de metilcetonas por uma
nova linhagem de Aspergillus sp . Através de cromatografia gasosa acoplada a detetor
seletivo de massas e de calculo de indice de retengao foram identificadas quatro
principais metilcetonas: 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona.,
sendo que as maiores concentragées encontradas quando foi utilizado creme de leite
de cabra foram 0,5, 1,4, 2,4 e 0,4 mg/g respectivamente. Foi observado que as
melhores condi¢des para produgao de metilcetonas foram : periodo de incubagao de 96
horas a 30°C,pH 4,5 e sistema de reacéo contendo uma mistura de lipase e esporos da
linhagem n° 1099. O estudo também concluiu que uma suspenséo de lipase isenta de
esporos foi incapaz de produzir metilcetonas.

DAMASCENO (1999) avaliou o cultivo de Geotrichum fragrans, microrganismo isolado
de manipueira, (residuo liquido da industrializagdo da mandioca com alto teor de
cianeto e portanto altamente poluente) que além de produzir biomassa ,exala aroma de
frutas em decorréncia de sintetizar compostos volateis . Os compostos volateis
identificados deste cultivo foram: 1-butanol, 3-metil 1-butanol, 2-metil 1-butanol, 1-3
butanodiol , feniletanol, acetato de etila, propionato de etila, 2-metil propionato de etila e
2-metil propanéico. A produgao de compostos volateis pelo Geotrichum fragrans esteve
associada a fase de geragao de biomassa, sendo detectado o aroma de frutas desde as

primeiras horas de cultivo.
SHEAR & DODGE ,1927 estudaram o fungo réseo do pao, como era conhecido
primeiramente o microorganismo Neurospora pelo fato da grande e quase incontrolavel

contaminacao ocorrida em padarias. Foi isolado de bagago de cana de acucar e

22



registrado pelo nome de Monilia sitophila onde foi observada a producao de conidias e
peritécios. Mais tarde comparando a formagao de peritécios , conidias e ascosporos
entre trés diferentes espécies de Monilia verificou-se que essas caracteristicas eram
importantes para a classificagdo taxonémica deste fungo, pois enquanto a quantidade
de peritécio era produzido em abundéancia por uma espécie ,era bastante escassa por
outras, além do tamanho que também apresentou muita variacéo.

Os autores reportaram ainda que entre as trés espécies estudadas | N.crassa, N.
sitophila e N. tetrasperma , as duas primeiras sao heterotalicas e a ultima homotalica .
O resultado das investigagGes levou ainda ao conhecimento de que o fungo réseo do
pao foi conhecido por muitos outros nomes no decorrer de seu estudo até ser
classificado dentro de género Neurospora : Penicillum sitophilum, Oidium aurantiacum,
Monilia martini, Oospora aurantiaca,Monilia aurantiacum, Qospora lupuli, Oidium lupuli
Monilia aurea, Monilia cabonaria e Melanospora margini. Trés novas espécies de
Neurospora foram identificadas neste trabalho , conhecidas por N. sitophila, N. crassa e
N. erythraea .

PARK et al ,1982 descreveram a microflora do beiju e suas caracteristicas bioquimicas .
Observaram que Aspergillus niger , Rhizopus delemar e Paelomyces sp sao produtores
de amiloglicosidase e ainda que Paelomyces sp produz alfa — amilase acida. Os
autores verificaram que além da produgéo de enzimas amiloliticas no beiju, linhagens
de Neurospora sp isoladas produziam um forte aroma de frutas . As caracteristicas
morfologicas de Neurospora foram descritas apds incubacdo da linhagem em meio de
Agar Batata Dextrose por 48 horas como col6nias alaranjadas , conidias medindo de 7-
14 um de diametro e micélios septados de 3,5 — 7,0um .Quanto a atividade amilolitica
nao foi detectada atividade da alfa — amilase pela linhagem de Neurospora. Houve
atividade de amiloglicosidase , porém num valor muito baixo quando comparados com a

atividade da enzima pela outras linhagens isoladas do beiju de mandioca.
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YOSHIZAWA et al.(1988) estudaram a producdo de aroma de frutas por linhagem de
Neurospora sp. A linhagem de Neurospora sp ATCC 46892 isolada por Park et al no
Brasil em trés diferentes meios de cultura liquidos , a temperatura de 30°C e verificaram
a maior produgédo de aroma quando a linhagem foi cultivada em caldo extrato de malte
5% por 2 a 3 dias , apresentando forte aroma de fruta como péssego, péra ou maga. O
meio foi filtrado em membrana e o filtrado foi saturado com cloreto de sédio e extraido
com acetato de etila. Os extratos organicos foram analisados por cromatografia gasosa
com coluna capilar de silica fundida. Nos resultados obtidos houve predominancia do
composto hexanoato de etila ,e também a presenca de 3-metil - 1- butanol e acetoina.
Na analise quantitativa ,foi encontrado mais que 30 ppm de hexanoato de etila apos 3 a
4 dias de fermentacao . Estes resultados sugeriram que o hexanoato de etila produzido

é o responsavel pelo forte aroma de fruta.

YAMAUCHI et al (1989) descreveram uma nova enzima acilcoenzima A — alcool acil
tranferase encontrada em extrato livre de células de Neurospora sp ATCC 46892 que
produziu hexanoato de etila abundantemente no meio de cultura. A enzima estudada
catalisou a esterificacao entre etanol e n-hexanoil coenzima A . A enzima também atuou
sobre n-butiril coenzima A, mas nao em acetil coenzima A. Esta enzima desempenhou
importante papel na biossintese de ésteres etilicos os quais foram formados com etanol
e acilcoenzima A .Os autores estabeleceram algumas caracteristicas da enzima alcool
acil transferase como a sua localizagao no citoplasma, pH 6timo em torno de 8,0,

aumento da atividade com NaCl e nao inibicdo pelos acidos graxos insaturados .Os
autores concluem que esta enzima é importante na biossintese de ésteres etilicos e
embora tenha sido encontrada em Neurospora sp € possivel que esta enzima possa

existir em microorganismos que produzem ésteres etilicos de uma maneira geral.

YAMAUCHI et al (1989) isolaram e purificaram a enzima alcool acil transferase de
Neurospora sp ATCC 46892 . A enzima apresentou peso molecular em torno de 30000
Daltons , temperatura 6tima de 25°C a pH 8,0 , estavel até 43°C e pH de estabilidade
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entre 3,0 e 9,0 . Quanto a especificidade pelo substrato , a enzima apresentou atividade
em varios acil coenzima A contendo mais que quatro carbonos em uma cadeia linear
como n-octanoil coenzima A , n-decanoil coenzima A, n-heptanoil coenzima A e n-
hexanoil coenzima A, porém nao apresentou atividade sobre o n-propanoil coenzima A
e acetil coenzima A ( com menos de 4 carbonos na cadeia) .

Yamauchi et al (1991) estudaram a produgdo de aroma por 12 linhagens de
Neurospora, incluindo a classificada como ATCC 46892, uma linhagem de Neurospora
sp isolada no Laboratdrio de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos — UNICAMP e outras linhagens da Colecdo de culturas do Instituto de
Fermentagdo, Osaka, Jap&o. As linhagens foram inoculadas em caldo de malte 5% e
cresceram aerobicamente a 30° C por 3 a 5 dias . Os volateis foram extraidos com
acetato de etila e analisados por cromatografia gasosa e espectrometria de massa.
Todas as linhagens tiveram um crescimento significativo em caldo de malte sendo que
apenas as linhagens isoladas de Beiju produziram aroma caracteristico de frutas e de
cogumelo. As linhagens de Neurospora sp ATCC 46892 e Neurospora T produziram
29,6 e 17,2 ppm respectivamente de hexanoato de etila, responsavel pelo aroma de
frutas. As linhagens produziram quantidade significativo de alcool isoamilico e acetoina.
As linhagens Neurospora sitophila IFO 4596 e Neurospora sp T apresentaram 20,1 e
1,65 ppm respectivamente de uma substancia identificada como 1-octen-3-ol

responsavel pelo aroma de cogumelo dentre outros compostos .

PASTORE et al (1994) estudaram oito linhagens de Neurospora sp isoladas de Beiju de
varias regides do Estado do Maranh&o, Brasil. Foram estudadas também linhagens de
Neurospora sp cedidas pela NRRL( Northern Regional Research Laboratory , USDA,
Peoria lllinois,USA) e também linhagens de Neurospora sp isoladas do solo do Estado
de Sao Paulo. O meio de cultura de Neurospora ATCC46892 e os outros meios de
cultura das outras linhagens isoladas de Beiju apresentaram aroma de frutas, porém as
linhagens de Neurospora da colegao de culturas NRRL e as linhagens isoladas do solo
do Estado de Sao Paulo nao produziram aroma de frutas. A linhagem Neurospora
sitophila ATCC 46892 produziu etil hexanoato (59 ppm) , 3 metil-1- butanol, 1-octen-
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3- ol, acetato de etila e etanol. Etil hexanoato tem um forte aroma de frutas e todos os
meios de cultura de Neurospora sp isolados a partir de Beiju apresentaram aroma de
frutas devido ao etil hexanoato. 1-octen-3 ol tem aroma de cogumelo sendo que
Neurospora sitophila ATCC 46892 produziu 40 ppm de 1-octen-3 ol.

YAMAUCHI et al (1996) estudaram o efeito de irradiagdo de luz no meio de cultura de
trés linhagens de Neurospora sp produtoras de aroma e verificou uma diminuigdo da
quantidade de caproato de etila no meio de cultura ; a luz reduz a atividade da enzima
alcool aciltransferase. Os autores também estudaram o efeito da luz na produgao de 1-
octen-3 ol e verificaram que ao contrario do caproato de etila , a quantidade de 1-octen-
3- ol aumenta coma irradiagcao de luz no meio de cultura com excegao de Neurospora

sitophila IFO4596 que produz grande quantidade apenas no escuro.
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3- MATERIAIS E METODOS
3.1 - MATERIAIS
3.1.1 — REAGENTES
- Padrées Cromatograficos:
Acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila, alcool isoamilico, hexanoato de
etila, 1-octen-3-ol e hexanol — 1( Reagentes Sigma-Grau Analitico)

3.1.2 - EQUIPAMENTOS

- Estufas Bacteriolégicas Fanen mod. 002 — CB

Balanga analitica Mettler mod. H - 10

]

Autoclave Fanen mod 415

Shaker refrigerado New Brunswick Scientific mod. G 25
Shaker refrigerado programavel INNOVA 4335
Sistema HP 7695 Purge and Trap Concentrator

1

Cromatografo Hewlett Packard (HP) , modelo 6890, equipado
com detector de ionizagdo de chama ( CG — FID) , utilizando coluna HP — Innovax (
30m x 0,25mm x 0,25y)

3.2 - METODOS

3.2.1 — Linhagens de Neurospora sp

Neste estudo foram utilizadas inicialmente 5 linhagens de Neurospora sp isoladas de
amostras de Beiju ( produto de fermentagdo artesanal de massa de mandioca obtido na

regiao de Tutéia — MA , utilizada para produgéo de bebida alcodlica indigena chamada
Tiquira ), pertencentes ao Laboratério de Bioaromas - FEA UNICAMP.
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As linhagens foram conservadas em tubo inclinado em meio Saboraud.

3.2.2 - Selecgao das linhagens para produgao de compostos volateis

Foram selecionadas linhagens de Neurospora sp que apresentaram forte aroma de
fruta ou cogumelo, ap6s incubagao a 30°C por 72 horas em Caldo Extrato de Malte

5% , através de avaliagdo sensorial por painel nao treinado.

3.2.3 — Producao da suspensao de esporos

Em tubos de ensaio contendo o meio Agar dextrose batata (PDA) inclinado, as
linhagens selecionadas foram inoculadas e os tubos incubados a 30°C durante 4 dias.
Apos o periodo de incubagdo , a cada tubo foi adicionado 10ml de agua destilada
estéril ; a superficie foi raspada e a suspensdo de esporos foi homogeneizada em tubo
estéril e o nimero de esporos foi obtido pela contagem em Camara de Neubauer,
utilizando corante Azul de Algodao .

3.2.4 — Composicao dos meios de cultura para a produgao de compostos volateis

As linhagens de Neurospora sp previamente selecionadas foram testadas em 8
diferentes meios de cultura quanto as fontes de carbono , nitrogénio, adicdo de sais
minerais e vitamina, com o objetivo de se determinar de forma qualitativa e
quantitativa a melhor composi¢do do meio de cultura para a producdo de compostos
volateis:

Meio 1 : Caldo Extrato de Malte 5% ( OXOID )

Meio 2 : Yeast Malt Broth :( g%) — glicose : 1g ; peptona : 0,5g ; extrato de levedura:
0,3g ; extrato de malte : 0,3g.
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Meio 3 :Vogel minimo com sacarose (para 1000ml): 3g citrato de sodio; 5g KH,PO, :
0,1g CaCl,. 2H20 ; 5mg &cido citrico.1H,0; 5mg ZnS0,4.7H,0: 1mg Fe(NH4)2(SOq4 ),
6H20 ;0,25mg MnS0O,. 4H,0; 0,05mg H3BO3; 0,05mg Na;Mo0,.2H,0; 5ug biotina e

20 g de sacarose.( Vogel , 1956 )

Meio 4 : Vogel minimo com maltose ( para 1000ml): 3g citrato de sédio ; 59 KH,POq ;
0,1g CaCly. 2H,0 ; 5mg &cido citrico.1H,0; Smg ZnS0,4.7H,0; 1mg Fe(NH; )2(SOy ),
;0,25mg MnSO,. 4H,0; 0.05mgH3B03;0,05mg Na;Mo0,.2H,0: 5ug biotina e 60 g de
maltose.( Vogel , 1956)

Meio 5 :Meio Czapeck modificado(Thom&Raper, 1945 ), para 100ml :4,06g
NH4H2PO4;1g KoHPO4;0,56g MgS0,4.7H,0;0,5g KCI; 0,001g FeS0,.7H,0 e 30g de
sacarose

Meio 6 : Corn Steep Liquor com glicose : glicose : 6g,2g fosfato de amonio; 2,59 de
dleo de soja; 0,068g KH,PO,; 8,0 ml de dgua de maceracao de milho( Corn steep
liquor ), tampao citrato pH — 5,0 10mM e 100ml de solugdo mineral composta de (g/L):
MgSO4.6H20:2,39;FeSO4.7H20:0,1g;MnSO4.H20:0,0239;Zn804.H20:0,069;CaCI2.2H2:
0,08g e CuS04.5H,0: 0,03g.

Meio 7 : Corn Steep Liquor sem glicose: 2g fosfato de amonio; 2,5g de dleo de soja;
0,068g KH2PO4; 8,0 ml de agua de maceragao de milho( Corn steep liquor ) , tampao
citrato pH — 5,0 10mM e 100ml de solugéo mineral*.

*Solugdo Mineral(g/L) : MgS04.6H,0 :2,3g; FeS04.7H,0 :0,19;MnSO, .H20:0,023g;
ZnS04.7H,0: 0,069 ;CaCl,.2H,0: 0,08g e CuS04.5H,0: 0,03g.

Meio 8 : Frutose 5% e Extrato de levedura 0,5%
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3.2.5 - Efeito da composicdo dos meios de cultura na produgédo de compostos volateis

em relagcao ao tempo

Frascos Erlenmeyer de 250mL contendo 50mL de cada meio selecionado, previamente
esterilizados por 15minutos a 121°C/1atm de pressdao foram inoculados com a
suspensdo de esporos das linhagens de Neurospora sp numa concentracao de 10°
esporos/ml de meio.

Os frascos Erlenmeyer foram incubados por periodos de 24, 48, 72, 96, 120 e 144
horas a temperatura de 30 °C, com agitacao de 200rpm.

Ap6s os periodos de incubagao, os meios de cultura foram filtrados em papel de filtro
Whatman n°1 .

3.2.6 - Efeito da temperatura de incubagao na produgéo de compostos por linhagens de

Neurospora sp

Frascos Erlenmeyer de 250ml contendo 50ml dos meios Caldo Extrato de Malte 5%
e Yeast Malt Broth , previamente esterilizados por 15 minutos /121°C / 1atm, foram
inoculados com suspensdo de esporos de Neurospora sp 1 na concentragao de 10°
esporos /ml no meio de cultura.

Os frascos foram incubados a 25°C e 30°C e 35°C por periodos de 24, 48, 72,96,
120 e 144 horas com agitagdo de 200 rpm.

3.2.7 — Efeito da adigdo de precursor na produgdo de compostos volateis por
linhagem de Neurospora sp 1

Em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 ml de meio Yeast Malt Broth,
adicionado de 0,5% de oleo de soja , previamente esterilizados por 15 minutos a
121°C/1atm, foram inoculados com suspensao de esporos da linhagem Neurospora

sp1 para uma concentragdo de1 0° esporos /mino meio de cultura.
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Os frascos foram incubados por 24,48,72,96,120 e144 horas a 30°C com agitacao de
200rpm .

A formagao de aroma foi acompanhada sensorialmente por painel nao treinado a cada
24 horas de fermentagao.

3.2.8 - Efeito da concentragdo da suspensédo de esporos na producdo de compostos
volateis por linhagem de Neurospora sp1

Em frascos Erlenmeyer de 250mL contendo 50mL dos meios Caldo Extrato de malte
5% e Yeast Malt Broth, previamente esterilizados por 15 minutos a 121°C/1atm , foram
inoculados suspensdes de esporos para concentragdes de 10° e 107 esporos /mL no

meio de cultura.
3.2.9 - Métodos analiticos
3.2.9.1- Determinagao da Curva de Crescimento das Linhagens de Neurospora sp

Frascos Erlenmeyer de 250mL contendo os meios selecionados para o estudo,
previamente esterilizados por 15 minutos a 121°C/1 atm de pressao, foram inoculados
com suspensé&o de esporos para concentragéo de 10° esporos /ml de meio. Os frascos
foram incubados sob agitagéo de 200rpm a temperatura de 30°C por um periodo de 24
a 144 horas de fermentacao.

Apobs os tempos pré-determinados de incubacéo, os meios foram filtrados em papel de
filtro Whatman n°1, previamente tarados e a massa celular foi lavada tres vezes com
agua destilada para remogao dos residuos do meio. A massa seca foi quantitativamente
determinada secando-se as células a 105°C por 24 horas e ap6s este periodo , foram

pesadas.
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3.2.9.2 - Medida de pH

Apos cada periodo de incubagédo os meios de cultura foram filtrados em papel Whatman

n°1 e os sobrenadantes foram recolhidos para determinagéo do pH.

3.2.9.3 -Analise dos Compostos Volateis por “Purge and Trap / Dynamic Headspace®
(P&T/DHS)

Os sobrenadantes foram recolhidos e acondicionados em frascos de vidro , lacrados
com septo de borracha e tampa de aluminio . Os frascos contendo as amostras foram
armazenados em freezer a —10°C até analise. Os frascos foram mantidos a
temperatura ambiente por 30 minutos. Em baldo volumétrico de 10 ml foi adicionada
solugéo estoque de Padréo Interno (Hexanol-1) para uma concentracao final de 5 ppm
(6 ul) e o volume completado com a amostra.

Aliquotas de 0,5ml da amostra (adicionada de Padréo Interno), foram transferidas para

o frasco amostrador de 5 ml com “frit” do sistema "Purge and Trap".

Tabela 1 - Condigbes de Extracdo dos Volateis por "Purge and Trap / Dynamic

Headspace"
Tempo de pré-aguecimento da amostra 3 minutos
Temperatura da Amostra 50°C
Tempo de Purga 10 minutos
Temperatura do Trap na Purga 30°C
Fluxo de Gas de purga (Hélio) 30 mi/minuto
Pré-aquecimento de Desorcao 185 °C
Temperatura de Desorgéo 225°C
Tempo de Desorcao 2 minutos
Fluxo do Gas de Arraste na Desorgéo (Hélio) 1 mli/minuto
“Bake Time” 10 minutos
“Bake temp” 230°C
Temperatura da Linha de Transferéncia 200°C
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Foi utilizado Cromatografo Gasoso, Hewllet Packard modelo 6890 com detector de
ionizacao de chama (FID) e as condigdes de analise foram : Detector mantido a 250°C
e o injetor a 200°C.O forno mantido a 30°C por 5 minutos e elevado até 100°C numa
razédo de 15°C por minuto, permanecendo nesta temperatura por 2 minutos; foi entdao
aquecido até 200°C numa segunda razdo de 10°C por minuto e mantido nessa
temperatura final por 5 minutos. O gas de arraste utilizado foi o Hélio na vazao de
1,0ml/min.

A quantificacdo dos compostos foi feita contra o padrao interno (hexanol-1)
monitorando-os relativamente a curva de calibragdo de padrdes auténticos de:
acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila, alcool isoamilico, hexanoato de etila e 1-
octen-3-ol.

3.2.9.4 — Avaliacao Sensorial por Painel nao Treinado

Os frascos erlenmeyer foram avaliados sensorialmente por painel nao treinado de 05
provadores, os quais avaliavam a intensidade e a descricao do aroma formado. Os
provadores tiveram liberdade para descrever a nota percebida.

A escala de intensidade do aroma percebido foi padronizada do seguinte modo:

+ fraco

4 moderado

+++ forte

++++ muito forte

3. 2. 10-Confirmacao da Identidade dos Compostos Volateis produzidos por

linhagens de Neurospora sp
O método utilizado para confirmacdo de identidade dos compostos volateis foi

padronizado por VAN DEN DOOL & KRATZ (1963) e calcula o indice de retengdo em

cromatografia gasosa.
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Os compostos volateis identificados por cromatografia gasosa tiveram sua identidade
confirmada calculando - se o indice de Retengdo em cromatégrafo gasoso com
detector de ionizagcdo de chama (FID) relativo a uma mistura de hidrocarbonetos

lineares dos picos das amostras e dos picos dos padrées auténticos.

O indice de retencao foi calculado tanto para a amostra quanto para os padrdes usando

- se a seguinte formula:

IR=(Tx= Tren-1) X (Ch=Cp1)x 100 x Cp

Tren = Tren-1
Onde:
IR = Indice de Retencgao
Tx = Tempo de retengédo da substancia em questao
Tren = Tempo de retengdo do hidrocarboneto que possuitempo de retengéo apés T
Tren1 = Tempo de retengéo do hidrocarboneto que possui tempo de retencéo anterior
T
Cn = Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com T,
Cn-1 = Ndmero de atomos de carbono do hidrocarboneto com Tcn-1
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Selegao de linhagens de Neurospora sp através de avaliagao sensorial por
painel nao treinado .

O resultado da avaliagaosensorial, apés 72 horas de incubagéo, em meio Caldo Extrato
de Malte 5% e meio Czapeck encontra-se na Tabela 2.

As linhagens de Neurospora sp 1, sp2 e sp5 foram selecionadas para as etapas

posteriores do trabalho por apresentarem os aromas agradaveis mais acentuados.

Tabela 2 - Avaliagao sensorial das cinco linhagens de Neurospora sp.

Caldo Extrato de Malte Meio Czapeck
Neurospora sp1 +++ abacaxi / + cogumelo | ++ maca
Neurospora sp2 +++ abacaxi maduro / + + maga
cogumelo
Neurospora sp3 ++ abacaxi passado / + ++ macga
cogumelo
Neurospora sp4 ++ doce de fruta, caramelo | ++ maca
Neurospora sp5 ++ cogumelo + fruta passada
Neurospora sitophila |++++ abacaxi maduro + maca
ATCC 46892
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4.2 - Identificacao Tentativa dos compostos volateis produzidos por Novas
linhagens de Neurospora sp

PadrGes auténticos (acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila, alcool isoamilico,
hexanoato de etila e 1-octen-3-ol) foram eluidos juntamente com uma mistura de
hidrocarbonetos lineares ,0 que permitiu conhecer seus indices de retencido e assim
com a eluicao das amostras produzidas, foi possivel obter os indices de retencao dos
compostos indicados pela cromatografia gasosa identificados pela coincidéncia do
tempo de retencao relativo com aqueles dos padrées auténticos, e tentativamente

confirmados como sendo os compostos volateis em questao.

Tabela 3 - indice de Retengao dos compostos produzidos

COMPOSTO INDICE DE RETENGCAO INDICE DE RETENCAO
DO PADRAO DA AMOSTRA
Acetaldeido 342 342
Acetato de Etila 1401 1397
Butirato de Etila 2636 2632
Alcool Isoamilico 1433 1428
Caproato de Etila 1597 1604
1- Octen- 3-ol 713 718
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4.3 - Estudo da composi¢cao do meio de cultura para producao de compostos
volateis em relagdo ao tempo de fermentagao pela linhagem Neurospora sp1

Na tabela abaixo encontram-se os dados referentes a avaliacdo sensorial realizada nos
oito meios de cultura selecionados, com avaliagdo da nota e intensidade do aroma
produzido pela linhagem Neurospora sp1.

A seguir os dados referentes a variagdo de pH do meio de cultura, da massa celular

seca e a composi¢do dos compostos volateis produzidos em cada meio selecionado.

Tabela 4 — Avaliacao sensorial da linhagem Neurospora sp.1 nos meios de cultura
selecionados.

CEM YMB CZA VS VM | CS CSG FEL
24h Abacaxi Maca maca Frutal Maca - frutal ++ frutal +
+++ ++ - ++ <+
48h Abacaxi Cogumelo maca Frutal Maca - cogumelo frutal ++
+4+++ ++ ok ++ + ++ frutal +
72h Abacaxi Cogumelo maga | Frutal +| maca - cogumelo + frutal +
o FEHE ¥ + frutal + cogumelo
++
96h Abacaxi Cogumelo maga | Frutal | Frutal - cogumelo + frutal ++
ke ++ ++ e+ +++ frutal +
120h Abacaxi Cogumelo maga | Frutal +| frutal - cogumelo + frutal +
++ ++ ++ +++ frutal + cogumelo +
144h Abacaxi Cogumelo Maga | Frutal + | Maca cogumelo frutal ++
| + + + +++ <+

CEM - Caldo extrato de malte 5%
CZA- Czapeck

VM- Vogel maltose

CSG- Corn Steep Liquor com glicose

YMB- Yeast malt Broth

VS- Vogel sacarose

CS- Corn Steep Liquor sem glicose
F/EL- Frutose/ Extrato de Levedura
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Pela tabela 4, observamos que a linhagem Neurospora sp1 produz aroma em todos os
meios de cultura selecionados, com excecdo do meio Corn Steep sem glicose.

O aroma obtido variou de frutal ,em alguns meios , lembrando abacaxi e maca, ate
cogumelo.Com relagao ao aroma frutal a maior intensidade foi alcangada em meios
Caldo extrato de malte 5% com 72 horas de fermentacdo, onde o aroma foi
caracterizado como de abacaxi e em Vogel maltose com 96 horas, sendo caracterizado
como frutal . Em meio Czapeck, o aroma encontrado foi puro e extremamente agradavel
de maca.

O aroma de cogumelo foi obtido na sua maior intensiddae em meio Yeast Malt Broth

com 72 horas de fermentacao.



4.3.1 - Caldo Extrato de Malte 5% ( CEM 5%)

Os carbohidratos presentes no caldo extrato de malte sdo indicados para as
necessidades de crescimento de (fungos) , particularmente se o pH do meio é acido ,
bem como para produgdo de compostos de aroma.(DIFCO MANUAL)

A avaliagdo sensorial (Tabela 4) realizada por painel nio treinado revelou que a
linhagem Neurospora sp1 quando fermentada em CEM 5% apresentou aroma muito
agradavel, forte e puro de abacaxi ja com 24 horas de fermentagdo sendo que com 48
horas ha um aumento na sua intensidade . Apds este periodo ocorre uma queda que se
mantém constante até 144 horas de fermentacao.

A Figura 1 mostra as mudancas na biomassa e nos valores de pH na determinacio da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp1 quando cultivada em CEM 5% . A
biomassa alcangou um rapido crescimento atingindo seu ponto maximo em 96 horas
(12,6g/L) .O aumento da massa celular foi acompanhado de uma leve acidificagao do
meio de cultura, sendo em seguida observado que o pH aproxima-se da neutralidade.
Os compostos hexanoato de etila e 1-octen-3-ol foram encontrados em tracos somente
com 24 horas de fermentagao ( Tabela 5)

O acetaldeido (Tabela 5 e Figura 2) teve a sua maior concentracdao (12,8ppm ) com 24
horas de fermentag@o no inicio da fase estacionaria, seguido de queda em 72 horas
(tracos) (Tabela 5 ). Ja com 96 horas de fermentagdo observa-se um novo pico de
concentragéo (9,2ppm) ,coincidindo com a aproximagdo do pH a neutralidade ( pH -
6,0) (Figura 1).

Os compostos butirato de etila e alcool isoamilico foram produzidos nos 6 dias de
fermentacao sendo as melhores concentragées com 48 horas de fermentacao: 8,7ppm
e 4,9ppm, respectivamente (Tabela 5 e Figura 2).

O acetato de etila foi o composto encontrado com a maior concentracédo (89,5ppm) com

48 horas de fermentacao.
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Figura 2 - Avaliagdode compostos volateis produzidos por Neurospora sp1 em Caldo
Extrato de Malte 5% a 30°C, suspensao de esporos 10° /ml de meio.
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4.3.2 -Meio Yeast Malit Broth (YMB )

A avaliacdo sensorial (Tabela 4) realizada por painel nio treinado mostrou que a
linhagem Neurospora sp1 quando cultivada em Meio YMB, em 24 horas ja apresenta
aroma bastante agradavel de macga, mas a partir de 48 horas de fermentacao a nota do
aroma muda, caracterizando-se por forte cheiro de cogumelo, gue & mais acentuado
com 72 horas de fermentagdo, se mantendo até 144 horas.

A Figura 3 mostra as mudangas na biomassa e nos valores de pH na determinacéo da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp1 em meio YMB. Nota-se que a
biomassa tem um valor maximo em 48 horas (5,8g/L) .Neste meio o aumento da
biomassa foi acompanhado pela elevacdo do pH durante todo o tempo de fermentacéo
chegando a alcancar o valor de 8,0.

A analise por cromatografia gasosa revelou a presenca de acetaldeido e butirato de
etila apenas em tragos (Tabela 6 e Figura 4). Por outro lado podemos observar a
presenca de acetato de etila e 1-octen-3-ol, sendo suas maiores concentragdes 45ppm

e 6,7ppm com 48 horas de fermentagao (Tabela 6 e Figura 4).
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Figura 4 - Grafico de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em Yeast
Malt Broth a 30°C, suspenséo de esporos 10°/ml de meio.
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4.3.3 — Meio Czapeck- Dox modificado ( Cz. mod )

A avaliagao sensorial realizada por painel ndo treinado mostrou que a linhagem
Neurospora sp1 quando cultivada em meio Czapeck modificado apresentou aroma leve,
porem extremamente agradavel e puro de maga fresca durante os 6 dias de
fermentagédo(Tabela 4).

A Figura 5 mostra as mudangas na biomassa e nos valores de PH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp1em meio Cz. mod. , onde a biomassa
teve um discreto aumento em 24 horas de fermentagao (0,16g/L) ,aumentando ao longo
do tempo ,atingindo seu pico maximo com 96 horas (2,08g/L).Note-se que durante o
aumento da biomassa, ocorreu acidificacdo do meio de cultura alcancando em 96 horas
de fermentacdo um pH 4 0.

A analise por cromatografia gasosa revelou a presenca de tracos de 1-octen-3-ol e
hexanoato de etila e a auséncia de alcool isoamilico (Tabela 7 e Figura 6).

As melhores concentragées em meio Cz.mod. foram de acetaldeido (10ppm) , acetato
de etila (4,6 ppm ) e butirato de etila ( 0,6ppm) com 96 horas de fermentacao (Tabela 7

e Figura 6) coincidindo neste caso com o pico de massa celular (Figura 5).
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Figura 6 — Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp. 1 em meio
Czapeck a 30°C, suspensao de esporos 10° /ml de meio.
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4.3.4 — Meio Vogel minimo com sacarose

A avaliagao sensorial realizada por painel ndo treinado mostrou que a linhagem
Neurospora sp1 quando cultivada neste meio apresentou aroma de fruta muito
agradavel, lembrando uma mistura de maga, péra e abacaxi com uma intensidade
maior em 96 horas de fermentacao (Tabela 4).

A Figura 7 mostra as mudancgas na biomassa e nos valores de PH na determinacéo da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp.1 em meio Vogel minimo com
sacarose onde apds 24 horas de fermentagdo a linhagem Neurospora sp1 tem um
discreto aumento em sua biomassa (1,6g/L), elevando-se gradualmente, até atingir um
valor maximo com 72 horas de fermentacdo .O pH durante o crescimento do
microrganismo mostrou apenas discreta acidificacdo do meio de cultura.

A analise dos compostos volateis por cromatografia gasosa revelou a presenca de
hexanoato de etila e alcool isoamilico apenas em tragcos e a auséncia de 1-octen-3-ol
(Tabela 8 e Figura 8).

As maiores concentragdes foram para acetaldeido (30 ppm) em 48 horas, acetato de
etila (58 ppm) com 96 horas de fermentacao e butirato de etila (4,5ppm) com 48 horas
(Tabela 8 e Figura 8).
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Figura 8 - Analise de compostos volateis produz:dos por Neurospora sp.1 em Vogel
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4.3.5 - Meio Vogel minimo com maltose

A avaliagdo sensorial realizada por painel nao treinado (Tabela 4) mostrou que a
linhagem Neurospora sp.1 quando cultivada em meio Vogel minimo maltose apresentou
aroma de fruta fresca extremamente agradavel, lembrando péra, abacaxi e maca, ja
com 24 horas de fermentacao, cuja intensidade maxima foi sentida com 96 horas.

A Figura 9 mostra as variagdes na biomassa e nos valores de pH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp.1 neste meio, onde podemos
observar que apos 24 horas de fermentagdo apenas um discreto aumento na biomassa
(0,98g/L) com acentuado aumento apds este periodo obtendo seu pico maximo com 96
horas (9,22g/L) . O aumento da massa celular ¢ acompanhado de acidificacao discreta
do meio de cultura sendo que em 72 horas o pH alcangou o seu valor minimo de 3,5.
Apos este tempo o pH volta a aumentar alcangando um valor de 4,5 em 144 horas,
préximo ao pH inicial.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 9 e Figura 10) revelou a presenca de tracos
de hexanoato de etila e a auséncia de 1-octen-3-ol.

Acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila e alcool isoamilico tiveram as suas
maiores concentragbes com : 62ppm(144hs), 50ppm(120hs),14ppm(96hs) e 5,8
ppm(144hs), respectivamente (Tabela 9 e Figura 10).
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Figura 10 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em Vogel
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4.3.6 - Meio Corn Steep Liquor sem glicose (CSL)

A avaliagdo sensorial realizada por painel nao treinado (Tabela 4) mostrou que a
linhagem Neurospora sp. 1 quando cultivada em CSL apresentou aroma indefinido,
desagradavel e muito fraco.

A Figura 11 mostra as variagdes na biomassa e nos valores de pH na determinacgdo da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp 1 em meio CSL . Com 24 horas de
fermentacdo ja se observa aumento de massa celular ( 1,8g/L) com crescimento
maximo em 48 hs (2,6g/L). O pH do meio de cultura durante o tempo de fermentacao
sofre um aumento variando de 5,0 para 8,23.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 10 e Figura 12) revelou a presenca de um
unico composto, acetato de etila cuja maior concentragido foi 94ppm em 96hs de

fermentacgéao.
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Figura 12 — Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em meio
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4.3.7 - Meio “Corn Steep Liquor” com glicose (CSLG)

A avaliacdo sensorial realizada por painel néo treinado (Tabela 4) mostrou que a
linhagem Neurospora sp. 1 quando cultivada em CSLG ,com 24 hs apresenta aroma
moderado puro e bastante agradavel de fruta (abacaxi). Com 48 hs ,além da nota frutal
(mais leve), mostrou aroma moderado de cogumelo ,continuando até 120 hs de
fermentacao.

A Figura 13 mostra as variagbes na biomassa e nos valores de pH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp1 em meio CSLG ,onde ocorreu
aumento gradual na massa celular com um pico maximo em 72 hs de fermentacao
(11,2g/L). Até 24 horas de fermentagdo, ndo ha mudangas no pH, sendo que a partir
deste tempo, o0 meio de cultura sofre uma alcalinizagao, alcangando um valor de 8,0 em
144 horas.

A analise por cromatografia gasosa revelou a presenga de alcool isoamilico apenas em
tragos com 24 horas, nao estando presente mais em nenhum outro tempo de
fermentacdo (Tabela 11 e Figura 14).

Os compostos acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila, 1-octen-3-ol , tiveram suas
maiores concentragdes: 12,8ppm/24hs, 50,6ppm/ 24hs, 1,5ppm/24hs, 0,5ppm/24hs e
2,3ppm/48hs, respectivamente (Tabela 11 e Figura 14).
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4.3.8 - Meio Frutose /Extrato de Levedura

A avaliagao sensorial realizada por painel ndo treinado (Tabela 4) mostrou que a
linhagem Neurospora sp. 1 quando cultivada em meio Frutose/Extrato de Levedura
apresentou nos 6 dias de fermentagdo aroma agradavel de fruta variando de leve a
moderado . Com 72 e 120 horas de fermentagéo além do aroma frutal, foi possivel notar
a formagao de aroma moderado de cogumelo.

A Figura 15 mostra as variagdes na biomassa e nos valores de pH na determinacéao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp. 1 em meio Frutose /Extrato de
Levedura onde observa -se que o maximo de biomassa é alcangado com 48 horas de
fermentacéo (1,29g/L) . Os valores de pH durante o tempo de fermentagao sofrem um
aumento variando do pH inicial de 5,0 para 6,3 com 144 hs de fermentagao.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela12 e Figura 16) revelou a presenca de
acetaldeido ,acetato de etila , butirato de etila, alcool isoamilico ,hexanoato de etila e 1-
octen - 3 - ol onde suas melhores concentragées foram: 55ppm/48hs, 67ppm/144hs,

11,4ppm/96hs, 8,1ppm/96hs, 1,3ppm/144hs e 5,9ppm/144hs respectivamente.
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Figura 16 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em meio
Frutose/Extrato de Levedura a 30°C, suspensao de esporos 10° /ml de meio.
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Figura 17b — Concentragées maximas dos compostos volateis nos meios selecionados
produzidos por Neurospora sp1
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linhagem Neurospora sp1 em meio Vogel Maltose
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Tabela 5: Composicdo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em Caldo Extrato de
Malte 5% a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Acetaldeido 12,8 2,7 tragos 9,2 6,8 tragos
acetato de etila 10,7 89,5 76,3 33 24 tracos
butirato de etila 7.9 8,7 1,8 3.5 1,2 tragos

alcool isoamilico 2,6 49 3.3 4,2 3,8 tragos
hexanoato de etila tragos - - - - -
1-octen-3-ol tracos - - - - -

Tabela 6:Composicdo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em Yeast Malt Broth a
30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Acetaldeido tragos - tracos - Tracos tragos
acetato de etila 26 45 23 - - tragos
butirato de etila tragos - - - - =

alcool isoamilico = = = = & -
Hexanoato de etila - - = = " -
1-—octen-3-o0l tracos 6,7 5,4 5.3 3.5 1,6

Tabela 7: Composigéo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em Meio Czapeck modificado a
30°C, suspens3o de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Acetaldeido tragcos 1,7 29 10 29 tracos
acetato de etila tracos 2,0 22 4,6 4,3 25
butirato de etila - - 0,5 0,6 0,5 tragos

alcool isoamilico - - - - - -
Hexanoato de etila - tracos tracos tracos tracos tracos
1—octen-3—ol - tracos tracos - - Tracos

Tabela 8 : Composicdo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em Meio Vogel sacarose
a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Acetaldeido 5,0 30 18 6,0 3,0 2,5
acetato de etila tracos 15,5 53 58 35 43
butirato de etila tracos 4,5 1,0 1,5 0,9 tracos
alcool isoamilico - - - - Tragos -
Hexanoato de etila - tracos - - Tragos tracos

1 -octen-3-ol - -
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Tabela 9:Composicéo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.1 em Meio Vogel maltose a
30°C, suspens&o de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
Acetaldeido tragos 32,5 36,5 35 61 62
Acetato de etila - 8,0 24,8 45 50 24
Butirato de etila - 3,5 5.5 14 11 10
Alcool isoamilico - - 4,0 - tracos 5,8
Hexanoato de etila - tracos tracos - tragos tragos

1—octen-3-o0l - - - -

Tabela 10 - Composicéo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp1 em Meio Corn Steep
Liquor sem glicose a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio -

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
Acetaldeido - - - - - -
acetato de etila 9,0 2,1 3,4 94 18 3,5

butirato de etila = - = %
alcool isoamilico o % - -
Hexanoato de etila - @ = <
1—octen-3 - ol - = - &

Tabela 11:Composicdo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp1 em Meio CornSteep
Liquor com glicose a 30°C, suspenséo de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
Acetaldeido 12,8 - - - - -
acetato de etila 50,6 45 18,5 4,2 40 40
butirato de etila 1,5 - - - - -
alcool isoamilico tracos - - - - -
Hexanoato de etila 0,5 - - = - S
1 -octen - 3 - ol - 2,3 1,4 1,0 tracos tracos

Tabela 12: Composicao de compostos volateis produzidos por Neurospora sp1 em Meio Frutose/Extrato
de Levedura a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio :

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
Acetaldeido 19 55 12,7 34 9,4 98
acetato de etila 4,0 17 11 T2 12 67
butirato de etila 4,8 84 1,5 11,4 1,53 6,6
alcool isoamilico 0,85 1,8 1,2 8,1 1.3 1,8
hexanoato de etila - Tragos - - - 1,3
1-octen-3-ol - - 4,8 - 5,9 -
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A analise dos resultados obtidos pela fermentagdo da linhagem Neurospora sp1
mostram que o meio Frutose/Extrato de Levedura foi o mais adequado para a produgao
de acetaldeido cuja maior concentragdo, 98 ppm, foi alcangada com 144 horas de
fementagdo. O meio Vogel Maltose produz a segunda maior concentragao, 62 ppm.
Nos meios Yeast malt Broth e Corn Steep Liquor ndo houve a producao de acetaldeido

pela linhagem de Neurospora sp1 ( figura 17 a).

O composto acetato de etila foi produzido em todos os meios estudados. O meio Corn
Steep Liquor mostrou-se o mais adequado para a producdo desse composto com 94
ppm apos 96 horas de fermentagao, seguido do meio Caldo Extrato de Malte, com 89,5
ppm apos 48 horas. ( figura 17 a).

A linhagem Neurospora sp1 produziu alcool isoamilico em apenas 3 dos 8 meios
testados: Caldo Extrato de Malte 5%, Vogel Maltose e Frutose/EL. A maior
concentracao , 81 ppm foi obtida apdés 96 horas de fermentagcdo em meio
Frutose/Extrato de Levedura. Nos demais meios o composto foi detectado em tragos (
figura 17 b).

O composto butirato de etila foi produzido na maioria dos meios selecionados com
excegdo deos meios Yeast Malt Broth e Corn Steep Liquor, sendo que a maior
concentragao, 14 ppm, foi obtida em meio Vogel Maltose apdés 96 horas de
fermentagdo. A figura 18 mostra que a maxima produgao desse composto se da

durante a fase estacionaria de crescimento.

Hexanoato de etila foi produzido em meio Corn Steep Glicose e Frutose/Extrato de
Levedura. A maior concentracdao, 1,3 ppm se deu em F/EL apdés 144 horas de

fermentacao( figura 17 b).
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Apenas os meios Yeast Malt Broth, CSG e Frutose/Extrato de Levedura produziram o
composto 1-octen-3-ol quando fermentados pela linhagem Neurospora sp1. A maior
concentracdo 67 ppm foi detectada apos 48 horas de fermentacdo em meio Yeast Malt

Broth( figura 17 b). A figura 19 mostra que a maxima produgéo desse composto se da
durante a fase estacionaria de crescimento.



4.4 - Estudo da composigdo do meio de cultura para producao de compostos
volateis em relagado ao tempo de fermentagao pela linhagem Neurospora sp2

Na tabela abaixo encontram-se os dados referentes a avaliacao sensorial realizada nos
oito meios de cultura selecionados, com avaliagdo da nota e intensidade do aroma
produzido pela linhagem Neurospora sp2.

A seguir os dados referentes a variagdo de pH do meio de cultura, da massa celular
seca e a composicédo dos compostos volateis produzidos em cada meio selecionado.

Tabela 13 — Avaliagcdo sensorial da linhagem Neurospora sp.2 nos meios de cultura
selecionados.

CEM 5% YMB CZA VS VM S CSG FIEL
24h Doce + Frutal + Maca+ | Frutal + Sem Desag. | Frutal | Frutal +
aroma ++
48h Frutal ++ Cogumelo ++ | Maga + | Frutal + | Frutal <+ | Desag. Frutal | Frutal +
+++
72h Frutal ++ Cogumelo ++ | Magé + | Frutal + | Frutal + | Desag. |Cogum | Frutal
_ Maca ++ elo + i
96h Abacaxi++ | Cogumelo ++ | Maga + | Frutal | Frutal ++| Desag. |Cogum | Frutal +
<+ elo +
120h Abacaxi ++ Cogumelo/ | Magé + | Frutal | Frutal + | Desag. |Cogum | Frutal +
Desag. ++ <+ - elo +
144h Indefinido + Cogumelo/ | Maga + | Frutal | Frutal ++ | Desag. |Cogum | Frutal +
Desag. ++ S elo +
CEM - Caldo extrato de malte 5% YMB- Yeast malt Broth
CZA- Czapeck VS- Vogel sacarose
VM- Vogel maltose CS- Corn Steep Liquor sem glicose
('SG- Corn Steep Liquor com glicose F'EL- Frutose/ Extrato de Levedura

A linhagem Neurospora sp2 produziu aroma agradavel em todos os meios
selecionados, com excegdo do meio Corn Steep Liquor sem glicose, que produziu um
aroma indefinido e desagradavel.

De maneira geral o aroma desenvolvido nos meios estudados variou de frutal indefinido,
abacaxi e maga e de cogumelo.

Em meio Caldo extrato de Malte 5% o aroma encontrado foi o de maior intensidade,
salientando-se o aroma frutal que prevaleceu até 72 horas e entre 96 e 120 horas
caracterizou-se como de abacaxi na mesma intensidade.

Em meio Czapeck o aroma obtido foi puro e muito agradavel de maca.
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O aroma de cogumelo foi detectado nos meios Yeast Malt Broth, Corn Steep Liquor

com glicose, sendo que sua maior intensidade foi alcancada no meio Yeast Malt Broth

entre 48 e 72 horas de fermentacao.
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4.4.1 Meio Caldo Extrato de Malte 5% (CEM5%)

A avaliacdo sensorial realizada por painel néo treinado (Tabela 13) revelou que a
linhagem Neurospora sp2 quando cultivada em CEM5% apresentou aroma de fruta ,
lembrando maga e abacaxi maduro apdés 24horas de fermentagdo.Este aroma se
intensificou a partir de 48 horas passando a moderado com 120 horas e chegando ao
final de 144 horas com ligeiro aroma de cogumelo. A Figura 20 mostra as variagées na
biomassa e nos valores de pH na determinagédo da curva de crescimento da linhagem
Neurospora sp2 em CEM5% onde observa-se rapido crescimento de massa celular em
24 horas (8,8g/L) e que atinge o maximo em 120horas (12g/L).

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 14 e Figura 21) revelou a presenca de
hexanoato de etila e 1-octen-3-ol , em fases da fermentagéo , apenas em tragos .

Os compostos acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila, alcool isoamilico e 1-octen-
3-ol tiveram suas maiores concentragdes : 13,2ppm (48hs,) 64ppm (72hs), ©,5ppm
(48hs), 10,4ppm (48hs), 2,0ppm (144hs) , respectivamente (Tabela 14 e Figura 21).
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Figura 20 — Curva de Crescimento Neurospora sp.2 em meio Caldo Extrato de Malte
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Figura 21 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em Caldo
Extrato de Malte 5% a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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4.4.2 - Meio Yeast Malt Broth (YMB)

A avaliacdo sensorial realizada por painel ndo treinado (Tabela 13) mostrou que a
linhagem Neurospora sp.2 quando fermentada em meio YMB apresentou aroma leve e
agradavel de frutas apos 24 horas de fermentag&o. ApOs este periodo o aroma
predominante foi moderado de cogumelo ap6s 144 horas de fermentacao .

A Figura 22 mostra as variagdes na biomassa e nos valores de pH na determinagao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp2 em meio YMB, onde observa-se
rapido aumento de massa celular com 24 horas (4,0g/L) e cujo valor maximo & atingido
com 48 horas de fermentacao (6,0g/L). A partir deste periodo o pH do meio de cultura
passa a ser alcalino, saindo de pH 6,0 ( 24 hs) para 8,5 ( 48 hs)

A analise por cromatografia gasosa revelou (Tabela 15 e Figura 23) a presenca de
alcool isoamilico apenas em tracos e a auséncia de hexanoato de etila.

Os outros compostos volateis encontrados, acetaldeido, acetato de etila, butirato de
etila e 1-octen-3-ol tiveram suas maiores concentragdes: 6,0ppm (24hs); 81ppm (24hs);
3,0ppm (24hs) e 4,7ppm (144hs), respectivamente (Tabela 15 e Figura 23), sendo que

dentre eles o melhor foi o acetato de etila com 24 horas de fermentacao.
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Figura 22 — Curva de Crescimento Neurospora sp.2 em meio Yeast Malt Broth
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Figura 23 Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em Yeast
Malt a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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4.4.3 — Meio Czapeck Dox modificado (Cz.mod.)

A avaliagdo sensorial realizada por painel nio treinado (Tabela 13) mostrou que a
linhagem Neurospora sp.2 em meio Czapeck modificado apresentou aroma muito
agradavel e puro de maga fresca nas 144hs de fermentacao.

A Figura 24 mostra as variagbes na biomassa e nos valores de pH na determinagéo da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp. 2 em meio Cz. mod. Com 24 horas
de fermentacao o aumento da massa celular € muito pequeno (0,3g/L) alcangando seu
maximo em 48 hs ( 2,62g/L). Em relagao ao pH verificamos que ha uma acidificacao do
meio com pH variando de 6,0 para 3,0 .

A analise dos compostos volateis por cromatografia gasosa (Tabela 16 e Figura 25)
revela a presenca de butirato de etila, alcool isoamilico e hexanoato de etila apenas em
tracos e a auséncia de 1-octen-3-ol.

Os outros volateis encontrados, acetaldeido e acetato de etila tiveram suas maiores
concentragdes: 7,2 ppm (144hs) e 60ppm (72hs), respectivamente gasosa (Tabela 16 e
Figura 25).
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Figura 25 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em Czapeck
a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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4 4 4 - Meio Vogel minimo sacarose

A avaliacdo sensorial realizada por painel ndo treinado (Tabela 13) mostrou que a
linhagem Neurospora sp.2 quando fermentada em meio Vogel minimo sacarose
apresentou aroma frutal indefinido, agradavel poréem muito leve ao longo do tempo de
fermentacao.

A Figura 26 mostra as variagées na biomassa e nos valores de pH na determinagao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp2 em meio Vogel sacarose, onde
podemos observar o rapido crescimento da massa celular em 24 horas de crescimento,
que coincide com o maximo (7g/L) .Note-se que o pH nas 144 horas de fermentacgao
permanece sempre na faixa acida.

A analise dos compostos volateis por cromatografia gasosa (Tabela 17 e Figura 27)
revelou a presenca de alcool isoamilico apenas em tragos e a auséncia de hexanoato
de etila.

Os outros compostos presentes na amostra, acetaldeido, acetato de etila e butirato de
etila tiveram suas maiores concentracdes : 28ppm (48hs); 165ppm (48hs) e 3,4ppm
(48hs), respectivamente (Tabela 17 e Figura 27). O 1-octen-3-ol se mostrou ausente em
quase todo o tempo de fermentagao, sé se observando a sua presenca com 144 hs de

fermentacdo na concentracéo de 0,94 ppm.
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Figura 26 — Curva de Crescimento de Neurospora sp.2 em meio Vogel sacarose
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Figura 27- Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em meio
Vogel sacarose a 30°C, suspenséo de esporos 10°/ml de meio.
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4.4.5 - Meio Vogel minimo maltose

A avaliacdo sensorial realizada por painel nao treinado (Tabela 13) mostrou que a
linhagem Neurospora sp2 quando cultivada em meic Vogel minimo maltose, nas
primeiras 24 horas de fermentagado nao apresentou aroma, mas partir de 48 horas ha o
aparecimento de aroma frutal de leve a moderado, persistindo até 144horas.

A Figura 28 mostra as variagdes da biomassa e dos valores de pH na determinagao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp2 onde o valor maximo de massa
celular foi alcangade com 72 horas de fermentagdo (14,8g/L), coincidindo com o menor
valor de pH(4,0).

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 18 e Figura 29) revelou a presenca de
alcool isoamilico em tracos e a auséncia de hexanoato de etila e 1-octen-3-ol.

Os outros compostos, acetaldeido, acetato de etila e butirato de etila apresentaram
maiores concentragdes: 45ppm (72hs); 99ppm (120hs) e 6,7ppm (120hs),

respectivamente (Tabela 18 e Figura 29).
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Figura 29 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em meio
Vogel maltose a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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4.4.6 - Meio Corn Steep Liquor sem glicose (CSL.)

A avaliacdo sensorial realizada por painel nao treinado (Tabela 13) mostrou que a
linhagem Neurospora sp2 quando cultivada em CSL, apresentou aroma extremamente
desagradavel durante as 144 hs de fermentacao .

Pela Figura 30 observamos que o pico maximo de biomassa ¢ atingido com 48 horas de
fermentacao (1,4g/L). O valor de pH passa de acido (5,0) no inicio da fermentacao para
alcalino (8,0) em 72 hs, continuando nesse mesmo patamar até o termino da
fermentagao com 144 hs (Figura 30).

A analise por cromatografia gasosa nao revelou a presenca de nenhum dos compostos

volateis analisados em nenhum dos tempos de fermentagao.
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Figura 30 — Curva de Crescimento de Neurospora sp.2 em meio Corn steep liquor sem
glicose
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4.4.7 - Meio Corn Steep Liquor Glicose (CSG)

A avaliagao sensorial realizada por painel néo treinado (Tabela 13) mostrou que a
linhagem Neurospora sp.2 quando cultivada em meio CSG apresentou nas primeiras
48 horas de fermentagao, aroma agradavel de fruta, de leve a moderada intensidade
(24 e 48hs), sendo que apos este periodo o aroma adquire uma nota leve de cogumelo
(72 a 144 hs).

A Figura 31 mostra as variagdes da biomassa e dos valores de pH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp2,onde o valor maximo de massa
celular & alcangado com 48 horas de fermentacéo (4,8g/L). O valor de pH de acido (5,0)
do inicio da fermentagao passa para alcalino (8,0) em 48hs.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 19 e Figura 32) revelou a presenca de
hexanoato de etila em tragos apenas em 24 hs de fermentacao , e o alcool isoamilico
nao foi encontrado.

Os outros compostos volateis, acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila e 1-octen-3-
ol tiveram suas maiores concentragdes : 21ppm (24hs): 32ppm (48hs); 1,4ppm (24hs) e
1,3ppm (72hs) respectivamente (Tabela 19 e Figura 32).
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Figura 32 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em meio
corn steep liquor glicose a 30°C, suspenséo de esporos 10°/ml de meio.
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4.4.8 - Meio Frutose/Extrato de Levedura

A avaliacao sensorial realizada por painel nao treinado (Tabela 13) mostrou que a
linhagem Neurospora sp.2 quando cultivada em meio Frutose/Extrato de Levedura
apresentou aroma frutal de leve intensidade porem bastante agradavel, nas 144 horas
de fermentacao.

A Figura 33 mostra as variagbes na biomassa e nos valores de pH na determinacéo da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp2 em meio Frutose/Extrato de
Levedura onde se observa que o pico maxime na produgdo de massa celular ocorre
apos 48 horas de fermentagéo. Os valores de pH durante o tempo de fermentacao, a
partir de 48 horas, encontram-se proximo da neutralidade.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 20 e Figura 34) revelou a presenca dos
seguintes compostos : acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila, alcool isoamilico &
hexanoato de etila cujas concentragbes maximas foram: 71ppm/120hs; 30ppm/120hs;
17,9ppm/72hs; 4,4ppm/120hs e 1,2ppm/96hs respectivamente.

Esta linhagem Neurospora sp2 cultivada neste meio , ndo produziu o composto 1-
octen-3-ol.
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Figura 33 — Curva de Crescimento de Neurospora sp.2 em meio Frutose/Extrato de
Levedura
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Figura 34 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em meio
Frutose/Extrato de Levedura a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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Figura 35 b — Concentragdes maximas dos compostos volateis nos meios selecionados
produzidos por Neurospora sp2
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linhagem Neurospora sp2 em meio Frutose/Exrato de Levedura
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Tabela 14: Composi¢do de compostos volateis produzidos por Neurospora sp2 em Caldo Extrato de
Malte 5% a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Acetaldeido 9,4 13,2 3,8 1,6 6,0 21
acetato de etila 7.7 59 64 37 38 41
butirato de etila 4,2 9,5 6,7 5.0 1,0 -
alcool iscamilico 1.21 10,4 9,2 8,12 4.0 tracos
hexanoato de etila tracos tracos - = s §
1-octen-3-ol - - tracos - tracos 2,0

Tabela 15 : Composic&o de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em Yeast Malt Broth a
30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 6,0 - tracos tracos tracos -
acetato de etila 81 6,0 58 6,2 tragos tracos
butirato de etila 3,0 - - - - =
alcool iscamilico tragos tracos tracos tracos - :
hexanoato de etila - - - - - ~

1 -octen - 3 - ol - - 3 - 4,4 4,7

Tabela 16:Composicdo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em Meio Czapeck
modificado a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 25 3,0 2.4 3.1 3,7 7.2
acetato de etila 38 14 60 11 11 7,1
butirato de etila - tracos tracos tragos tracos tragos
alcool isoamilico - tracos tracos - . =
hexanoato de etila - - tragos tracos tragos -

1-octen-3-o0l - - - - - -

Tabela 17: Composi¢ao de compostos volateis produzidos por Neurospora sp2 em Meio Vogel sacarose
a 30°C, suspenséao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 3,71 28 11,2 - tragcos =
acetato de etila 6,6 26 165 61 12 1,74
butirato de etila 1.2 3.4 1,0 - - =
alcool isoamilico tracos tracos tracos - - S
hexanoato de etila - - = = = =
1-octen - 3 - ol - - - - - 0,94
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Tabela 18: Composi¢ao de compostos volateis

produzidos por Neurospora sp.2 em Meio Vogel maltose a
30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

144 horas
acetaldeido 40 26 45 37 52 34
acetato de etila 1.5 19 54 66 99 89
butirato de etila tragos 3,5 4,3 6,5 6,7 41
alcool isoamilico - tracos tracos tragos tracos tracos
hexanoato de etila -

1-octen - 3-ol - - - - L =

Tabela 19: Composicao de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em Meio Corn Steep
Liquor glicose a 30°C, suspenséo de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 21 tracos E - tracos tragos
acetato de etila 30 32 21 tragos tracos -
butirato de etila 1,4 tracos - - - -
alcool isoamilico - - - - - .
hexanoato de etila tragcos - - - - -
1-octen -3 -ol - - 1.3 tracos tracos -

Tabela 20- Composig&o de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.2 em Meio Frutose/ Extrato
de Levedura a 30°C, suspenséo de esporos 10°/ml de meio :

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 13,7 47 65 57 71 42
acetato de etila tragos 23 23 29 30 25
butirato de etila 2,6 12,3 17,9 14 15 12.5
alcool isoamilico tracos 2,0 3,4 22 4.4 3,7
hexanoato de etila - tracos tracos 1,2 tracos 1:1

1-octen-3-ol - -
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A linhagem de Neurospora sp2 mostrou-se capaz de produzir 0 composto acetaldeido
em todos os meios selecionados com excecéo de Corn Steep Liquor, sendo que o meio
onde foi obtida a maior concentracao , 71 ppm apo6s 120 horas de fermentagéo, foi

Frutose/Extrato de Levedura(figura 35 -a)

O composto acetato de etila, tal como o acetaldeido, foi produzido em todos os meios
de cultura selecionados, com excecdo de Corn Steep Liquor, porém no caso do acetato
de etila, 0 meio Vogel Sacarose foi 0 que produziu a maior concentragao, 165 ppm apos

72 horas de fermentacao(figura 35-a).

O composto butirato de etila foi produzido na maioria dos meios testados com excegao
Czapeck e Corn Steep Liquor , sendo que a maior concentragdo , 17,9 ppm foi obtida
em meio Frutose/Extrato de Levedura apds 72 horas de fermentagao( figura 35- b). A
figura 36 mostra que a maxima produgdo desse composto se da durante a fase

estacionaria de crescimento.

O composto alcool isoamilico foi produzido pela linhagem Neurospora sp2 em apenas
dois meios testados, Caldo Extrato de Malte 5% e Frutose/Extrato de Levedura, sendo
que a maior concentracao, 10,4 ppm, foi alcangcada em meio Caldo Extrato de Malte 5%
apos 48 horas de fementagao(figura 35-b).

A producdo de hexanoato de etila foi obtida apenas em meio Frutose/Extrato de

Levedura ap6s 144 horas de fermentacgao na concentragao de 1,1 ppm(figura 35-b).
O alcoool 1-octen-3-ol foi produzido na maioria dos meios de cultura selecionados, com

excegdo dos meios Czapeck, vogel Malose e Corn Steep Liquor. A maior concentra¢ao

foi alcancada apés 120 horas de fementagao em meio Yeast Malt Broth(figura 35-b).
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4.5 - Estudo da composicao do meio de cultura para produgio de compostos
volateis em relagado ao tempo de fermentagdo pela linhagem Neurospora sp5

Na tabela abaixo encontram-se os dados referentes a avaliagao sensorial realizada nos
oito meios de cultura selecionados, com avaliagdo da nota e intensidade do aroma
produzido pela linhagem Neurospora sp5.

A seguir os dados referentes a variagdo de pH do meio de cultura, da massa celular

seca e a composicao dos compostos volateis produzidos em cada meio selecionado.

Tabela 21 — Avaliagdo sensorial da linhagem Neurospora sp.5 nos meios de cultura
selecionados.

CEM 5% YMB CZA VS VM S CSG FiEL
24h Frutal ++ Frutal + Maca + Frutal + Frutal + Deasg. Frutal + Frutal /
Desag. +
48h Maga ++ | Cogumelo | Maga + Frutal ++ Frutal ++ | Desag. Frutal ++ Frutal /
+ Cogumelo Desag. ++
+
72h Maca +++ | Cogumelo | Macga <+ Frutal + Frutal ++ Desag. Frutal ++ Frutal /
++ Cogumelo Desag. ++
<+
Maga +++ Desag. Maca <+ Frutal + Frutal ++ Desag. Frutal ++ Frutal /
Cogumelo + Cogumelo Desag. ++
96h <+
120h Macga ++ Desag. Maga <+ Frutal <+ Frutal ++ Desag. Frutal ++ Frutal /
Cogumelo + Cogumelo Desag. ++
=+
144h Macga + Desag. |Indefinido | Frutal <+ Frutal + Desag. Frutal + ==
Cogumelo + <+
CEM - Caldo extrato de malte 5% Y'MB- Yeast malt Broth
CZA- Czapeck VS- Vogel sacarose
VM- Vogel maltose CS- Corn Steep Liquor sem glicose
(CSG- Corn Steep Liquor com glicose F'EL- Frutose/ Extrato de Levedura

A linhagem Neurospora sp 5 produziu aroma agradavel emtodos os meios
selecionados, com excegao do meio Corn Steep Liquor sem glicose, que produziu um
aroma indefinido e desagradavel.

O aroma obtido variou de frutal indefinido, maga pura e cogumelo.

O aroma frutal foi encontrado com intensidade moderada na maioria dos meios
estudados. O aroma de maga aparece puro em Caldo extrato de Malte 5% entre 48 e

72 horas sendo mais intenso no ultimo periodo.
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O aroma de cogumelo foi encontrado nos meios Caldo Extrato de Malte 5%, Yeast Malt

Broth e Vogel sacarose com fraca intensidade.
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4.5.1- Meio Caldo Extrato de Malte 5% (CEM5%)

A avaliacdo sensorial realizada por painel ndo treinado (Tabela 21) mostrou gque a
linhagem Neurospora sp.5 quando cultivada em meio CEM5% apresentou aroma
bastante agradavel de fruta madura cuja intensidade maxima foi percebida entre 72 e
96 horas de fermentacao. Entre 96 e 144 horas além do aroma frutal, desenvolveu-se
aroma leve de cogumelo.

A Figura 37 mostra as variagdes na biomassa e nos valores de pH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp5 em meio CEMS5%, apresenta uma
biomassa com 48 hs de fermentacao de 9 g/L e alcangando 13 g/L com 120 hs de
fermentacao. Os valores de pH durante os 6 dias de fermentacado permanecem na faixa
acida mas proximo da neutralidade.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 22 e Figura 38) revelou a presenca de
acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila, alcool isoamilico, hexanoato de etila e 1-
octen-3-ol cujos valores maximos de concentragdo foram: 6,1ppm (72hs); 8,2ppm
(96hs); 11,8ppm (48hs); 137ppm (72hs);1,65ppm (120hs) e 1,78ppm (120hs). Destes
compostos observamos que durante todo o processo de fermentagdo o alcool
isoamilico apresenta concentragdes elevadas quando comparadas com os demais
compostos, sendo o seu pico maximo entre 48 e 72 hs (134 ppm e 137 ppm). Ja o
hexanoato de etila e o 1-octen-3-ol, apresentam concentragdes tragos ou estao
ausentes quase que durante todo o tempo de fermentagdo. Sendo apenas em 120 hs
que encontra-se 1,65 ppm e 1,78 ppm de hexanoato de etila e 1-octen-3-ol,

respectivamente.
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Figura 38 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em caldo
extrato de malte 5% a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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4.5.2 - Meio YEAST MALT BROTH (YMB)

A avaliagao sensorial realizada por painel ndo treinado (Tabela 22) mostrou que a
linhagem Neurospora spb quando cultivada em YMB apresentou apds 24 horas de
fermentagéo aroma frutal de intensidade moderada, porém apods este periodo a nota do
aroma muda para cogumelo com moderada intensidade (48hs e 72 hs). Com 120 e 144
horas, além do aroma de cogumelo o painel notou um fundo desagradavel.

A Figura 39 mostra as variagcdes na biomassa e nos valores de pH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp.5 em meio YMB onde o maximo de
biomassa (5,8g/L) € alcancado com 48 horas de fermentagao. O pH apds atingir seu
menor valor (5,7) com 48 horas de fermentacao, passa para faixa de neutralidade apos
as 48hs, permanecendo assim até o final da fermentacgao.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 23 e Figura 40) revelou a presenca de
hexanoato de etila apenas em tracos, somente com 24 horas de fermentacao.

O acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila, alcool isoamilico e 1-octen-3-ol tiveram
suas maiores concentragées nos seguintes tempos: 1,1ppm (24hs); 17ppm (24hs),
2,7ppm (24hs); 55ppm (48hs) e 10,3ppm (48hs), respectivamente (Tabela 23 e Figura
40). Sendo que o acetaldeido e o acetato de etila s6 foram encontrados com 24 hs de
fermentagcdo. Nos outros tempos obtém-se tragos ou a auséncia dos referidos

compaostos.
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Figura 39— Curva de Crescimento de Neurospora sp.5 em meio Yeast malt broth
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Figura 40 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em meio
Yeast Malt a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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4.5.3 - Meio Czapeck Dox modificado(Cz.mod.)

A avaliacdo sensorial realizada por painel nao treinado (Tabela 21) revelou que a
linhagem Neurospora sp.5 quando cultivada em meio Czapeck apresentou aroma frutal
de fraca intensidade.

A Figura 41 mostra as variagées na biomassa € nos valores de pH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp 5 onde a massa celular apresentou
um crescimento com concentracdo celular de 2,7g/L (24 hs) e 3,2 g/L (144 hs). O pH ja
com 24 hs de fermentacgao torna-se bastante acido (pH 4,5) diminuindo ainda mais apés
72 hs ficando o pH entre 3,5 e 4,0, entre 96 e 144 hs de fermentacao.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 24e Figura 42) revelou a presenca de
butirato de etila e hexanoato de etila apenas em tracos.

Os outros compostos presentes, acetaldeido, alcool isoamilico e 1-octen-3-ol
apresentaram suas maiores concentragdes respectivamente: 11ppm (24hs); 27ppm
(96hs) e 1,5ppm (96hs) (Tabela 24 e Figura 42).
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Figura 41 — Curva de Crescimento de Neurospora sp.5 em meio Czapeck
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Figura 42 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em meio
Czapeck a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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4.5 4 — Meio Vogel minimo sacarose

A avaliagdo sensorial realizada por painel nao treinado (Tabela 21) revelou que a
linhagem Neurospora sp.5 quando cultivada em meio Vogel minimo sacarose
apresentou aroma agradavel de fruta com intensidade mais acentuada em 48 horas de
fermentagao .Nos tempos 96 e 120 horas, além da diminuigado do aroma frutal, o painel
notou leve aroma de cogumelo.

A Figura 43 mostra as variagdes na biomassa e nos valores de pH na determinagao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora spb em meio Vogel minimo sacarose
onde a massa celular atinge sua concentragdo maxima ( 8,4g/L) com48 horas de
fermentacdo. O pH do meio cai em 24 hs de fermentagéo (pH 3,5) aumentando em
seguida (apds 24 hs) alcangando a sua neutralidade com 96 hs e permanecendo assim
até o final da fermentacao (144 hs).

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 25 e Figura 44) revelou a presenca de
hexanoato de etila apenas em 48 horas de fermentagao (2 6ppm). O acetato de etila 1-
apresentou valor maximo de 1,5 ppm (24 hs) e o 1-octen-3-ol de 1,0 ppm (72hs). Os
outros compostos revelados, acetaldeido, butirato de etila e alcool isoamilico
apresentaram suas maiores concentragdes: 16ppm/48hs; 1,5ppm (24hs) e 94ppm
(120hs) (Tabela 25 e Figura 44).
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Figura 43— Curva de Crescimento de Neurospora sp.5 em meio Vogel sacarose
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Figura 44 — Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em meio
Vogel Sacarose a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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4.5.5 - Meio Vogel minimo maltose

A avaliacdo sensorial realizada por painel ndo treinado (Tabela 21) mostrou gque a
linhagem Neurospora sp.5 quando cultivada em meio Vogel minimo maltose apresentou
aroma agradavel de fruta com intensidade moderada durante os 6 dias de fermentacao
A Figura 45 mostra as variagdes na biomassa e nos valores de pH na determinagao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp5 em meio Vogel minimo maltose
onde a massa celular atinge sua concentracdo maxima (19,9g/L) com 48 horas de
fermentacdo. O pH diminue em 24 hs, de 5,0 para 4,0 e ao longo da fermentagéo
aumenta linearmente com o tempo, até alcangar o maximo em 120 hs de fermentagéo,
com pH proximo de 6,0 (Figura 45).

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 26e Figura 46) revelou a presenca de 1-
octen-3-ol apenas em tracos com 72 horas de fermentagédo e do hexanoato de etila de
1,3 ppm em 48 hs de fermentagdo. O acetaldeido, acetato de etila, butirato de etila e
alcool isoamilico tiveram suas maiores concentracdes : 28ppm (144hs); S5ppm (48hs);

6,2ppm (144hs) e 61,3ppm (144hs), respectivamente (Tabela 26 e Figura 46).
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Figura 46 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em meio
Vogel maltose a 30°C, suspensao de esporos 10° /ml de meio.
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4.5.6 —Meio Corn Steep Liquor sem glicose (CSL)

A avaliagao sensorial realizada por painel ndo treinado (Tabela 21) mostrou que a
linhagem Neurospora sp5 quando cultivada em CSL apresentou aroma indefinido e
desagradavel nos 6 dias de fermentacgao .

A Figura 47 mostra as variagdes na biomassa e nos valores de pH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp5 em CSL. A biomassa apresenta um
aumento com 24 hs permanecendo praticamente constante até 72 hs, observando-se
me seguida uma queda desta biomassa (96hs), permanecendo constante até o final da
fermentagdo, 144 hs .O pH (Figura 47) tem um aumento gradativo ao longo da
fermentacao até alcancar o valor de 8,0.

A analise por cromatografia gasosa revelou unicamente a presenca do alcool

isoamilico, em tragos.
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Figura 47 — Curva de Crescimento de Neurospora sp.5 em meio Corn steep liquor sem
glicose

96



4.5.7 - Meio Corn Steep Liquor com Glicose (CSG)

A avaliagcdo sensorial realizada por painel ndo treinado (Tabela 21) mostrou que a
linhagem Neurospora sp.5 quando fermentada em meio CSG apresentou aroma de
fruta nos 6 dias de fermentagé@o. A Figura 48 mostra as variagées na biomassa e nos
valores de pH. A massa celular tem um pico com 72 hs (5,9g/L) de fermentacao; e apds
esse tempo ha uma queda da biomassa. O pH (Figura 45) fica acido (pH 5,0) até 24 hs
de fermentacéo, aumentando em 48 hs para o pH neutro (7,0), permanecendo assim
até o final da fermentacao (144hs).

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 27 e Figura 49) revelou a presenca de
tracos de acetaldeido, butirato de etila, hexanoato de etila e 1-octen-3 — ol.

A maior concentracado de acetato de etila (4,4,ppm) e de alcool isoamilico (87ppm) foi

obtida com 24 hs de fermentagdo (Tabela 27 e Figura 49).
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Figura 48 — Curva de Crescimento de Neurospora sp.5em meio Corn steep liquor com
glicose
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Figura 49 - Analise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em meio
Corn steep liquor com glicose a 30°C, suspenséo de esporos 10° /ml de meio.
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4.5.8 - Meio Frutose /Extrato de levedura

A avaliacao sensorial realizada por painel nao treinado (Tabela 21) mostrou que a
linhagem Neurospora sp.5 apresentou aroma bastante desagradavel e indefinido
durante as 144 horas de fermentacdo em meio Frutose /Extrato de levedura.

A Figura 50 mostra as variacdes na biomassa e nos valores de pH na determinacao da
curva de crescimento da linhagem Neurospora sp5 em meio Frutose/Extrato de
Levedura onde se pode notar que o pico maximo na produgao de massa celular ocorre
com 48 horas de fermentacao.

A analise por cromatografia gasosa (Tabela 28 e Figura 51) revelou a presenca de
acetato de etila, hexanoato de etila e 1-octen-3-ol em tracgos.

Os outros compostos identificados, acetaldeido, butirato de etila e alcool iscamilico
tiveram suas maiores concentragdes: 51ppm/48hs; 6,7ppm/120hs e 213ppm/96hs

respectivamente (Tabela 28 e Figura 51).
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Figura 50 — Curva de Crescimento de Neurospora sp.5 em meio Frutose/Extrato de
levedura
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Figura 51 - Anélise de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em meio
Frutose/Extrato de Levedura a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.
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Figura 52-a — Concentragdes maximas dos compostos volateis nos meios selecionados
produzidos por Neurospora sp5
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Figura 52-b — Concentragbes maximas dos compostos volateis nos meios selecionados
produzidos por Neurospora sp5
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linhagem Neurospora sp5 em meio Yeast Malt Broth
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Tabela 22- Composigéo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em Meio Caldo Extrato
de Malte 5% a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Acetaldeido 11 54 6,1 2,2 2.3 tracos
acetato de etila 1,5 59 6,0 8,2 7,0 tracos
butirato de etila 8,2 11,8 7.2 25 1.3 -
alcool isoamilico 101 134 137 119 125 82
hexanoato de etila tracos tracos tracos - 1,65 -

1 - octen - 3 - ol - - Tracos 1,78 tracos

Tabela 23: Composigéo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em meio Yeast Malt
Broth a 30°C, suspenséao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 1.4 - tracos - - -
acetato de etila 17 tracos tragcos Tracos - -
butirato de etila 2.7 - - - - "
alcool isoamilico 43 55 13 30 26 26
hexanoato de etila tracos - - - - -
1-octen-3-ol - 10,3 10 6,2 4,2 3,2

Tabela 24: Composicédo de compostos volateis produzidos por Neurospora sp5. em Meio Czapeck a
30°C, suspens&o de esporos 10°/ml de meio :

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 11 3,6 2,0 15 9,1 4,2
acetato de etila - - - - - -
butirato de etila tragos tragos - Tragos tragos -
alcool isoamilico 4.4 10,2 1.5 27 2.2 6,6
hexanoato de etila - tracos - Tragos tracos B

1 -octen -3 - ol - tracos tracos 1.5 - tracos

Tabela 25: Composic&o de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em Meio Vogel sacarose
a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 11.5 16 tragos tracos - -
acetato de etila 1,5 tracos tragos - - -
butirato de etila 1,6 1,1 - - - -
alcool isoamilico tracos 41 67 72 94 52
hexanoato de etila tracos 2,6 - tragcos tracos -
1-octen-3-ol - tracos 1,0 - - Tracos
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Tabela 26: Composicao de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em Meio Vogel maltose
a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

acetaldeido 1,0 20 22,6 24,4 26,4 28
acetato de etila - 5,0 2,5 tragos tragos tracos
butirato de etila tracos 3,8 4,2 5,0 4.4 6,2
alcool isoamilico 162 33 46 48 48,6 61,3
hexanoato de etila tragos 1,3 tragos tracos tragos tracos
1-octen - 3 - ol - - tracos - - -

Tabela 27: Composicio de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em Meio Corn Steep
Liquor com glicose a 30°C, suspenséo de esporos 10°/ml de mesio.

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Acetaldeido tracos - - - - -
acetato de etila 4.4 Tragos tragcos tragos tragos tracos
butirato de etila tracos - - - = =
alcool isoamilico 87 46 20 23 41 13
hexanoato de etila tragcos - - - = 2
1-octen-3-o0l - Tracos tracos Tracos tracos -

Tabela 28: Composicao de compostos volateis produzidos por Neurospora sp.5 em Meio Frutose/ Extrato
de Levedura a 30°C, suspensao de esporos 10°/ml de meio

COMPOSTOS(ppm) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Acetaldeido 19 51 20 12 50 -
Acetato de etila tracos tracos tracos tragos tracos 2,7
Butirato de etila 4,7 4.0 2.7 2.3 6,7 -
alcool isoamilico 10,2 190 209 213 118 -
Hexanoato de etila tracos - - - tracos -
1-octen-3-ol - - tracos tragcos - =
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A analise dos resultados obtidos pela fermentagdo da linhagem Neurospora sp5
revelaram que o composto acetaldeido foi obtido em sua maior concentragéao (51ppm)
apos 48 horas de fermentagéo no meio Frutose/Extrato de Levedura. Esse composto foi
obtido na maioria dos meios estudados com exceg¢ado de Corn Steep Liquor e Corn
Steep Liquor Glicose( figura 52-a).

Para o composto acetato de etila, a maior concentragao foi de 17 ppm em meio Yeast
Malt Broth apés 24 horas de fermentagao( figura 52-a).

O alcool isoamilico, dentre todos os compostos produzidos pela linhagem Neurospora
sp5 foi 0 que obteve a maior concentragao, 213 ppm apods 96 horas de fermentagdo em
meio Frutose/Extrato de Levedura, embora tenha sido produzido em todos os meio
selecionados com excegao de Corn Steep Liquor(figura 52-a). A figura 53 mostra que a
maxima produgao desse composto se da durante a fase estacionaria de crescimento.

O composto butirato de etila foi produzido em apenas 50% dos meios selecionados e foi
encontrado em maior concentracao, 11,8 ppm, apés 48 hras de fermentacdo em meio
Caldo Extrato de Malte 5%(figura 52-b) .

O composto hexanoato de etila foi produzido em trés dos meios selecionados, Caldo
Extrato de Malte 5%, Vogel Sacarose e Vogel Maltose. Foi obtido na maior
concentragao, 2,6 ppm, apds 48 horas de fermentacdo em meio Vogel Sacarose( figura
52-b).

Apenas os meios Caldo Extrato de Malte 5%, Yeast Malt Broth, Czapeck e Vogel
Sacarose produziram o composto 1-octen-3-ol quando fermentado pela linhagem
Neurospora sp5, sendo que a maior concentragéo, 10,3 ppm, foi obtida apds 48 horas
de fermentacdo em meio Yeast Malt Broth( figura 52-b). A figura 54 mostra que a

maxima producédo desse composto se da durante a fase estacionaria de crescimento.
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As linhagens Neurospora sp1, Neurospora sp2 e Neurospora sp5 , conforme ja descrito
anteriormente foram isoladas de Beiju e coletadas em varias regides do Maranhao e
todas produzem aroma agradavel de fruta e de cogumelo com maior ou menor
intensidade conforme o meio de cultura utilizado.

Segundo ARMSTRONG et al (1994), a especificidade das linhagens é fator importante

para a produgéo de aroma e pode variar entre linhagens de um mesmo microrganismo.

YAMAUCHI et al. (1991) examinaram 12 linhagens de Neurospora sp , incluindo a
linhagem ATCC 46892 isolada de beiju , quanto a producdo de aroma de frutas. Os

autores observaram que apenas a linhagem isolada de beiju produziu aroma de frutas.

PASTORE et al.(1994) estudaram a produgao de aroma por sete linhagens isoladas de
beiju de varias regides do Maranhao em meio liquido Caldo Extrato de malte 5% Outras
linhagens que nado isoladas de beiju ,pertencentes ao NRRL( Northern Regional
Research Laboratory) e 12 linhagens isoladas do solo do Estado de Sao Paulo, também
foram incluidas no estudo. Os resultados da avaliagdo sensorial mostraram que apenas

as linhagens isoladas de beiju produziram aroma de frutas

Nos meios de cultura deste trabalho foram selecionados como fonte de carbono: glicose
(YMB, CSG), sacarose (VS, Cz), frutose (F/EL) e maltose (CEM 5%, VM).

As fontes de carbono sdo de grande importancia para os fungos porque fornecem o
carbono necessario para a biossintese de varios componentes celulares, como
carbohidratos, proteinas , lipidios , além do que sua oxidagdo fornece energia para a
célula.

Varios compostos podem ser utilizados como fonte de carbono e energia pelos fungos,
sendo que a glicose € a mais largamente utilizada, seguida de frutose, manose e
galactose, embora esta Ultima, necessite de algum periodo de adaptacdo. Alguns
dissacarideos podem ser utilizados intactos pelos fungos , como por exemplo,
maltose.(GADD,G.M., 1988)
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Como fonte de nitrogénio, foram utilizadas fontes organicas ,como extrato de levedura e
peptona ( CEM5%, YMB, F/EL) e fontes inorganicas , como sais de nitrato ( Cz, VS,
VM, CS, CSG). A importancia do nitrogénio tem influencia no crescimento dos fungos
(GADD,G.M., 1988).

Pela avaliagao sensorial (Tabela 4 ) nota-se que o aroma mais intenso de frutas foi
produzido no meio CEM5% pela linhagem Neurospora sp1, seguido do meio Vogel
maltose, com uma intensidade mais fraca.

Observa-se que em meio Corn Steep Liquor (sem adicdo de aclcar), ndo houve
desenvolvimento de aroma pela linhagem Neurospora sp1 e com as linhagens
Neurospora sp2 e Neurospora sp5, o aroma obtido foi desagradavel. Desse modo,
observamos a importancia da fonte de carbono no desenvolvimento do aroma Nos
meios de cultura onde foi utilizada a glicose ( YMB e CSG), além do aroma de fruta,
desenvolve-se aroma de cogumelo, sendo de maior intensidade na linhagem
Neurospora sp1 em 72 horas de fermentagao.

Nos meios de cultura onde foram utilizados sacarose como fonte de carbono e fontes
inorganicas de nitrogénio , observou-se que nas trés linhagens estudadas, o aroma de
fruta desenvolvido foi de fraca intensidade. E interessante a observacdo de que mesmo
fraco, o aroma produzido em meio Czapeck, era muito agradavel e puro de macga ,
também nas trés linhagens.

LANZA et al. (1976) fizeram um estudo extenso sobre os efeitos das diferentes fontes
de carbono e de nitrogénio na produgdo 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 e
carbono, que produziram forte aroma de frutas devido a produgao de acetato de

isoamila , que confere forte aroma de banana.

MARQUES (1998) observou que Pichia menbranefaciens mostrou-se capaz de produzir
aroma de frutas em determinados meios de cultura. Dentre as fontes de carbono
testadas verificou-se que Pichia menbranefaciens produziu aroma de banana madura

quando as fontes de carbono foram glicose, frutose ou manose, juntamente com as
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fontes nitrogenadas: autolisado de levedura ou extrato de levedura Quando a fonte de
nitrogénio foi a uréia, Pichia menbranefaciens nao produziu compostos de aroma

agradaveis.

YOSHIZAWA et al.(1988) estudaram a produgédo de aroma de frutas produzido por
Neurospora sp ATCC 46892 em quatro meios de cultura: Caldo Extrato de Malte 5%,
Vogel minimum medium (maltose ), Vogel minimum medium (sacarose),e Czapeck . Os
autores verificaram que o aroma mais intenso foi produzido em meio Caldo Extrato de
Malte 5%, sendo que o composto hexanoato de etila foi identificado como responsavel
pelo aroma de frutas produzido no meio de cultura na concentragdo de 30 ppm em 3-4

dias de fermentacgao.

PASTORE et al.(1994) observaram a relagao entre o crescimento de Geotrichium sp e a
produ¢ao de compostos de aroma ( etil isovalerato e etil hexanoato), em diferentes
meios de cultura: Meio G, contendo glicose e autolisado de levedura ; Meio F, contendo
frutose e extrato de levedura e Yeast Malt Broth. A Producgao de etil isovalerato e etil
hexanoato foi consideravelmente maior apés 5 dias de fermentagédo, nos meios G e
YMB enquanto o meio F, produziu uma pequena quantidade de etil hexanoato e nao

produziu etil isovalerato.

Os compostos volateis encontrados nos meios de fermentagdo produzidos pelas
linhagens Neurospora sp1, Neurospora sp2 e Neurospora sp5 e identificados por
cromatografia gasosa foram: (aldeidos) acetaldeido;(ésteres) acetato de etila, butirato
de etila, hexanoato de etila e (alcoois) alcool isoamilico e 1-octen-3-ol.

Embora as concentragbes dos compostos volateis produzidos nos meios estudados
tenham sido encontrados em baixos niveis, os seus valores de “threshold” sao muito
mais baixos, sendo da ordem de ppb. Mesmo nessas concentragdes baixas podem ser
detectados e identificados e portanto podem contribuir de forma significativa para o

aroma final.
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Tabela 29- Valores de threshold dos compostos volateis de acordo com FOIS et
al.,1988,FAZZALANI, 1978 e BUTTERY et al., 1988

COMPOSTOS THRESHOLD
Acetaldeido 15-120ppb
Acetato de etila 5-5000ppb
Butirato de etila 1ppb
Alcool isoamilico 250-300ppb
Hexanoato de etila 1ppb
1-octen-3-ol 1ppb

O acetaldeido foi obtido em maior concentragdo no meio Frutose /Extrato de Levedura
para as trés linhagens de Neurospora estudadas. A maior produtividade e o melhor
rendimento também foram obtidos em meio Frutose/Extrato de Levedura para as
linhagens Neurospora sp 1 e Neurospora sp 5; ja para a linhagem Neurospora sp2, a
maior produtividade foi encontrada em meio Corn Steep Glicose e o melhor rendimento
em Frutose/Extrato de Levedura(Tabela30).

O acetaldeido € um liquido sem cor, extremamente volatil, inflamavel e com ponto de
ebulicao de 20,8°C; possui odor pungente e penetrante , com “threshold” de 15-120ppb
(FOIS et al.,1988). Ocorre naturalmente em folhas de tabaco e carvalho e em aromas
frutais de péra, maga, morango, abacaxi e framboesa. E utilizado industrialmente em:
bebidas nao alcodlicas (3,9ppm), sorvetes (25ppm), produtos de panificagiao(12ppm) e
gelatina(6,8ppm). E considerado GRAS ( FENAROLI'S, 1971)

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 estava deficiente em ferro e o nivel de alcool em aproximadamente
65g/l. .A deficiéncia de ferro diminui a velocidade do Ciclo do Acido Citrico pela inibigao
de enzimas envolvidas e que sao dependentes de ferro, como a succinato

desidrogenase e aconitase.
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As maiores concentracdes de acetato de etila foram obtidas em meios diferentes para
as linhagens estudadas: Neurospora sp1 em meioCorn Steep Liquor, Neurospora sp2
em Vogel sacarose e Neurospora sp5 em Yeast Malt Broth. Em termos de produtividade
o melhor meio para Neurospora sp1 foi Corn Steep Liquor e para Neurospora sp2 e
Neurospora sp5 foi Yeast Malt.Os melhores rendimentos para as trés linhagens foi
obtida em meio Frutose/Extrato de Levedura (tabela 31 ).

O acetato de etila & um liquido sem cor, com odor remanescente, semelhante a éter de
abacaxi com ponto de ebulicdo entre 75°C e76°C; esta presente em varios aromas
naturais de frutas e em alguns destilados (rum).E utilizado em bebidas n&o alcodlicas
(67ppm), bebidas alcodlicas (50-65ppm) e em produtos de panificagédo (170ppm). (
FENAROLI'S, 1971).

Seu “threshold” esta entre 5 e 5000ppb (FAZZALANI, 1978)

Butirato de etila foi obtido em maior concentragdo no Meio Vogel Maltose para
Neurospora sp1, diferindo da linhagem 2, onde a maior concentragéo foi encontrada em
meio Frutose/Extrato de Levedura e também da linhagem 5 onde o melhor meio foi
CEM5%. As maiores produtividades foram alcangadas em meio CEM5% para as trés
linhagens e os melhores rendimentos em meio Frutose/Extrato de Levedura (tabela 32).
O butirato de etila & um liquido sem cor; seu ponto de ebulicdo &€ de 121°C e tem
aroma forte de abacaxi; ocorre naturalmente em suco de morango, tendo sido
identificado por cromatografia gasosa em 6leo de oliva e em outros 6leos vegetais. E
utilizado em bebidas néo alcodlicas(28ppm), sorvetes(44ppm), produtos de panificagao
(93ppm) e em gelatinas(54ppm) ( FENAROLI'S, 1971) .Possui “threshold” de 1ppb
(FAZZALANI, 1978)

O hexanoato de etila foi produzido em concentragcdo suficiente de ser analisada
quantitativamente apenas em meio Frutose/Extrato de Levedura pela linhagem
Neurospora sp2, sendo que nos outros meios apresentou-se em tragos ou ausente.

Para as linhagens Neurospora sp1 e Neurospora sp5 as maiores concentracdes foram

obtidas em meios diferentes, Frutose/Extrato de Levedura e Vogel Sacarose
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respectivamente. No caso da Neurospora sp5 observa-se que o meio Vogel Sacarose
foi o melhor também em termos de produtividade e rendimento. Para a linhagem
Neurospora sp1, a maior produtividade foi obtida em meio Corn Steep Glicose e o
melhor rendimento em Frutose/Extrato de Levedura.(tabela 34)

O hexanoato de etila € um liquido sem cor até amarelo, com forte aroma de fruta com
nota de abacaxi e banana, cujo ponto de ebulicio & 168°C. Ocorre naturalmente
Ananas sativus. E utilizado em bebidas alcodlicas (70ppm),em sorvetes(18ppm), em
produtos de).panificagcdo(12ppm), doces(12ppm)e em geleias(1,3ppm) (FENAROLI'S,
1971).

Possui “threshold” de 1ppb(FOIS et al.,1988.

Segundo LATRASSE et al (1988), os ésteres sdo normalmente os compostos
responsaveis pelo aroma de frutas, podendo-se desse modo considerar que os ésteres
acetato ,butirato e hexanoato de etila produzidos pelas trés linhagens de Neurospora sp
nos varios meios liquidos de fermentagdo sdo muito provavelmente os principais
responsaveis pelo aroma de fruta exalado durante o cultivo.

A producgao de ésteres pode ocorrer por duas vias, alcodlise dos compostos acil, pela
acao da enzima alcodl aciltranferase e pela esterificagéo direta de um radical alcool e
um acid, pela atividade reversa de lipase( ARMSTRONG & BROWN, 1984).

YAMAUCHI el al.(1989) relatam a presenca de atividade de uma &lcool aciltranferase
em extratos livres de células de Neurospora ATCC46892, como sendo a responsavel
pela formagao de hexanoato de etila a partir de hexanoil CoA e etanol. Este extrato
produziu pouca ou nenhuma quantidade de ésteres de acetato sugerindo a nao

existéncia da enzima alcool acetiltransferase.

Nas linhagens de Neurospora sp deste estudo observa-se que hexanoato de etila &
produzido em concentragdes muito baixas(tragos) ou mesmo ausente em alguns meios
e que butirato de etila & produzido em concentragdes mais significativas, o que pode ser
explicado pela maior afinidade da enzima alcool aciltranferase destas linhagens por n-
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butiril coenzima A e ndo por n-hexanoil coenzima A. Verifica-se também através dos
dados obtidos que ao contrario do que ocorre com Neurospora ATCC46892 onde quase
nao ha formagéo de acetato de etila , as linhagens estudadas produzem guantidades
significativas deste composto, como por exemplo a linhagem Neurospora sp1 que
produz 165ppm em meio Vogel sacarose, sugerindo assim a presenca de uma alcool

acetiltranferase, responsavel pela formagao de acetato de etila.

PASTORE et al.(1994) estudaram a produgdo de aroma por oito linhagens de
Neurospora sp, também isoladas de beiju , em meio liquido Caldo Extrato de Malte5%.
O aroma de frutas produzido no meio de cultura era extremamente agradavel e intenso,
onde o composto hexanoato de etila foi identificado através de cromatografia gasosa
como sendo o responsavel pelo aroma produzido. Das linhagens estudadas,

Neurospora sp 6 foi a que teve maior concentragao, 26ppm.

DAMASCENO (1999) estudou a producdo de compostos de aroma de frutas por
Geotrichium fragrans em manipueira complementada com glicose, frutose e autolisado
de levedura. Entre os compostos identificados por cromatografia gasosa , o acetato de
etila apresenta sua maior concentragdo de 11,96ppm em meio de manipueira

suplementado com glicose e autolisado de levedura.

O alcool isoamilico foi obtido em maior concentragdo no meio Frutose /Extrato de
Levedura para as linhagens Neurospora sp1 e Neurospora sp5; ja para Neurospora sp2
o melhor meio foi CEM 5%. As maiores produtividades de alcool isoamilico foram
obtidas em meio CEM5% para as linhagens Neurospora sp1 e para Neurospora sp2;
Frutose/Extrato de Levedura mostrou-se o melhor meio para Neurospora sp5. Nas trés
linhagens estudadas o meio Frutose/Extrato de Levedura mostrou-se o mais adequado
em termos de rendimento.(tabela 33 )

O alcool isoamilico ( 3-metil 1-butanol) & um liquido claro , de aparéncia oleosa com
odor pungente e sabor repulsivo, com ponto de ebulicdo de 132°C; € o maior

constituinte do 6leo fusel e tem sido identificado em varios 6leos essenciais, em aroma
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de morango e framboesa e em bebida alcodlica (rum).E utilizada em bebidas nao
alcodlicas (17ppm), bebidas alcodlicas (100ppm), sorvetes (7,6ppm), gelatinas
(46ppm)e doces(52ppm) (FENAROLLI'S, 1971). Possui “threshold” entre 250 — 300ppb
(BUTTERY et al.,1988).

O alcool 1-octen-3-ol tem suas maiores concentragbes em meio Yeast Malt Broth,
coincidindo com as maiores produtividades para as trés linhagens estudada. No caso
dos melhores rendimentos, para Neurospora sp2 e Neurospora sp5 o Yeast Malt Broth
também foi o melhor meio de cultura; para Neurospora sp1 o melhor rendimento
ocorreu em meio Frutose/Extrato de Levedura(tabela 35)

O 1-octen-3-ol € um liquido oleoso sem cor, com ponto de ebuligado de 175°C, de forte
aroma de terra com nota remanescente herbal, tendo sido identificado pela primeira vez
em extrato do cogumelo Armillaria matsutake ( parasita que cresce em Pinus densiflora
nas florestas do Japao), e é considerado o mais importante dos compostos volateis em
cogumelos. Ocorre na forma de dois isdmeros opticamente ativos sendo que a forma (-)
tem um aroma mais forte e abundante(DIJSTRA,1976; MOSANDL,1986).

E utilizado em bebidas nao alcodlicas (0,2ppm), em sorvetes(1,0ppm), em produtos de
panificacao (6,0ppm) ((FENAROLI’S, 1971). Possui “threshold” de 1ppb((BUTTERY et
al.,1988).

Os alcoois tem a menor contribuicdo no aroma, a menos que estejam presentes em
concentragdes relativamente altas ou sejam insaturados como € o caso do 1-octen-3-ol
(HEATH & REINECCIUS,1986).

O alcool isoamilico geralmente possui um odor desagradavel ; porém pode contribuir de
forma favoravel ao aroma de produtos fermentados quando presente em concentragdes
apropriadas (CORMIER et al 1991).

PASTORE et al , 1994 verificaram que a linhagem de Neurospora sp ATCC 46892 foi
capaz de produzir quantidades bastante significativas de alcool isoamilico e de 1-octen-

3-ol em meio Caldo Extrato de Malte5%, 318 e 40 ppm respectivamente.
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E interessante a observagao de que embora a linhagem de Neurospora sp ATCC 46892
produza 40ppm de 1-octen-3-ol YAMAUCHI et al, 1991, nao detectaram este composto
a partir da mesma linhagem utilizando o método de extragdo com acetato de etila

Das outras linhagens também isoladas de beiju, Neurospora sp6 obteve a melhor
concentragao de alcool isoamilico( 208ppm) em relagao as outras linhagens.

Com relacao ao composto 1-octen-3-ol a linhagem Neurospora sp5 foi a que produziu
maior concentragao de todas as linhagens .

DAMASCENO (1999) verificou que o microrganismo Geotrichium fragrans foi capaz de
produzir alcéol isoamilico em meio de cultura composto por manipueira complementada

por glicose, com uma concentragdo de 89,5ppm.
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Tabela 30 - Concentragéo de ace;taldeido (ppm), tempo de produgéo do aroma (h), concentragéo celular
(g/L), Produtividade (P) (mg/L.h™"), rendimento do produto em relagdo a concentragao celular (Y )

(ppm.L/g) para a Neurospora sp 1 (a), Neurospora sp 2 (b) e Neurospora sp 5 (c), nos diversos meios
testados.

(a)
Concentracao t Concentracao P Yopix
(ppm) (h) celular (g/L) (mg/L.h™) (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 12,8 24 9,12 0,53 1,40
Malte 5%
Yeast Malt Broth tracos — — e [y —
Czapeck 10 96 2,08 0,10 4,81
| Vogel Sacarose 30 48 4,14 0.63 7,25
Vogel maltose 62 144 7,6 0,43 8,16
Corn Steep sem — m——— e — S
glicose
Corn Steep 12,8 24 5 0,53 2,56
| glicose
Frutose / Extrato 98 144 0,68 0,68 144
de Levedura
(b)
Concentracéo t Concentracao P Y pix
(ppm) (h) | celular(gll) | (mg/iL.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato 13,2 48 9.4 0,28 1,40
de Malte 5%
Yeast Malt 6 24 4 0,25 1,5
Broth
Czapeck 7,2 144 2.3 0,05 3,13
| Vogel Sacarose 28 48 6,2 0,58 4,5
Vogel maltose 52 120 9,6 0,43 5,41
Corn Steep sem ——— — = —_— —
glicose
Corn Steep 21 24 3,6 0,88 58
glicose
Frutose / 71 120 0,43 0,59 165
Extrato de
Levedura
(c)
Concentracao t (h) Concentracao p: Yoix
(ppm) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 11 24 8,2 0,46 1,3
Malte 5%
Yeast Malt Broth 1,1 24 4.6 0,05 0,24
Czapeck 15 96 3,0 0,16 5,0
Vogel Sacarose 16 48 8,4 0,33 1,9
Vogel maltose 28 144 14,0 0,19 2,0
Corn Steep sem R — ———— —- — ——
glicose
Corn Steep e ——— ——- —_ —
glicose
Frutose / Extrato 51 ppm 48 1,2 1,0 42.5
de Levedura
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Tabela 31- Concentrag@o de acetato de etila (ppm), tempo de produgéo do aroma (h), concentragao
celular (g/L), Produtividade (P) (mg/L.h"), rendimento do produto em relagdo a concentragéo celular (Y )
(ppm.L/g) para a Neurospora sp 1 (a), Neurospora sp 2 (b) e Neurospora sp 5 (c), nos diversos meios
testados.

(a)
Concentragao t Concentracao P Y oix
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 89,5 48 9,88 1,86 9,06
Malte 5%
Yeast Malt Broth 45 48 58 0,94 7,76
Czapeck 4.6 96 2,08 0,05 2,21
Vogel Sacarose 58 96 5,6 0.60 10,36
Vogel maltose 50 120 8,8 0,42 5,68
Corn Steep sem 94 24 5,0 3,91 18,8
glicose
Corn Steep 50,6 96 1,4 0,52 36,1
glicose
Frutose / Extrato 67 144 0,44 0,47 152
de Levedura
(b
Concentracéo t Concentracéo P Yoix
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™") | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 64 72 10,2 0,89 6,27
Malte 5%
Yeast Malt Broth 81 24 4,0 3,38 20,25
Czapeck 60 72 1,96 0,83 30,61
Vogel Sacarose 165 72 5,98 2,29 27,59
Vogel maltose 99 120 9,60 0,83 10,32
Corn Steep sem e -— P —————— e
| glicose
Corn Steep 30 24 3,60 1,25 8,33
glicose
Frutose / Extrato 30 120 0,41 0,25 73,0
de Levedura
(c)
Concentracao t Concentragao P Yorx
(ppm) (h) celular (g/L) (mgr‘L.h“} (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 8,2 96 11,4 0,89 0,72
Malte 5%
Yeast Malt Broth 17 24 4.6 3,38 3,70
Czapeck e — — — —
Vogel Sacarose 1,5 24 5,98 52 0,29
Vogel maltose 5,0 48 9,60 19,9 0,25
Corn Steep sem - — —— — —
| glicose
Corn Steep 44 24 3,60 3.4 1,29
glicose
Frutose / Extrato 2.7 120 0,5 0,02 5,4
de Levedura
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Tabela 32— Concentragéo de butirato de etila (ppm), -+tempo de produgéo do aroma (h), concentracao
celular (g/L), Produtividade (P) (mg/L.h™), rendimento do produto em relagéo a concentracio celular (Yo)

(ppm.L/g) para a Neurospora sp 1 (a), Neurospora sp 2 (b) e Neurospora sp 5 (c), nos diversos meios
testados.
(a)

Concentracgao t Concentracdo P Yii
(ppm) (h) celular (g/lL) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 8,72 48 9,88 0,18 0,88
Malte 5%
Yeast Malt Broth Tracos o — e —
Czapeck 0,6 96 2,08 0,006 0,29
Vogel Sacarose 4,5 48 4,14 0,09 1,09
 Vogel maltose 14 96 9,22 0,15 1,52
Corn Steep sem - ————- ———— — —
glicose
Corn Steep 1.5 24 5 0,063 0,3
licose
Frutose / Extrato 11,4 96 0,63 0:12 18,10
de Levedura
(b)
Concentracao t Concentracao P Y pix
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 9,5 48 9,40 0,20 1,01
Malte 5%
Yeast Malt Broth 3,0 24 4,00 0,13 0,75
Czapeck Tracos e ——- — —
| Vogel Sacarose 3,4 48 6,20 0,07 0,55
Vogel maltose 6,7 120 9,60 0,06 0,70
Corn Steep sem — - e R e
| glicose
Corn Steep 1,4 24 3,60 0,06 0,39
glicose
Frutose / Extrato 17,9 96 0,7 0,18 25,6
de Levedura
(c)
Concentracao t Concentragao P Y pix
(ppm) (h) | celular(gll) | (mg/L.h”) | (ppm.LUg) |
Caldo Extrato de 11,8 48 9,20 0,20 1,28
Malte 5%
Yeast Malt Broth e — — —
Czapeck Tracos —- — - —
Vogel Sacarose 1,5 24 6,20 5,20 0,29
Vogel maltose 6,2 144 9,60 14 0,44
Corn Steep sem — — — —_— —
| glicose
Corn Steep —_— — —_— — ——
licose
Frutose / Extrato 6,7 120 0,5 0,06 13,4
de Levedura




Tabela 33 — Concentracao de alcool isoamilico (ppm), tempo de produgéo do aroma (h), concentracao
celular (g/L), Produtividade (P) (mg/L.h™"), rendimento do produto em relagéo a concentragao celular (Yo)
(ppm.L/g) para a Neurospora sp 1 (a), Neurospora sp 2 (b) e Neurospora sp 5 (c), nos diversos meios
testados.

(a)
Concentracao t Concentracédo P Nk
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 4,96 48 9,88 0,10 0,50
Malte 5%
Yeast Malt Broth e ———— —— e e
Czapeck —— ——— e
Vogel Sacarose Tracos — — — —
VVogel maltose 5,8 144 7,06 0,04 0,82
Corn Steep sem Tracos —_ B e -
glicose
Corn Steep —————- — — ——— ——
glicose
Frutose / Extrato 8,1 144 0,68 0,056 11,91
de Levedura
(b)
Concentracao t Concentragao P Y pix
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g) |
Caldo Extrato de 10,4 48 9,40 0,22 1,11
Malte 5%
Yeast Malt Broth Tracos e o - e
Czapeck Tracos e o o ——-
| Vogel Sacarose Tracos — — — —
Vogel maltose Tragos — — — -
Corn Steep sem —— —_— —— ——
glicose
Corn Steep —— — —_— | e —
glicose
Frutose / Extrato 4.4 120 0,43 0,04 10,2
de Levedura
(c)
Concentragao t Concentracao P Y
(ppm) (h) celular (g/) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 137 72 11,0 1,90 12,45
Malte 5%
Yeast Malt Broth 55 48 58 1,15 9,48
Czapeck 27 96 3,0 3,0 9,0
Vogel Sacarose 94 120 7,0 7.0 13,43
Vogel maltose 61 144 14,0 0,42 4,36
Corn Steep sem Tracos -— — R o
glicose
Corn Steep 87 24 3,40 3,63 25,59
glicose
Frutose / Extrato 213 96 0,65 2,2 327
de Levedura
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Tabela 34 — Concentragéo de hexanoato de etila (ppm), tempo de produgéo do aroma (h), concentracéo
celular (g/L), Produtividade (P) (mg/L.h™), rendimento do produto em relag&o a concentragéo celular (o)

(ppm.L/g) para a Neurospora sp 1 (a), Neurospora sp 2 (b) e Neurospora sp 5 (c), nos diversos meios
testados.

Concentragao t Concentracao P Yo
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de Tragos _— e — .
Malte 5%
Yeast Malt Broth e pe— e o S
Czapeck Tracos o —— == e
Vogel Sacarose Tragos — e e ————
| Vogel maltose Tragos | - e —
Corn Steep sem —— — — — —
glicose
Corn Steep 0,5 24 5,0 0,02 0,01
 glicose
Frutose / Extrato 1,3 144 0,68 0,009 1,91
de Levedura
(b)
Concentragéo t Concentragéo P Y pix
(ppm) (h) celular (g/l) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de Tragos - e e —
Malte 5%
Yeast Malt Broth — — e e —
Czapeck Tracos — e — -
Vogel Sacarose — e e — ——
Vogel maltose e — o — —
Corn Steep sem Tracos e — — —
| glicose
Corn Steep e - - e ————
glicose
Frutose / Extrato 1,2 96 0,7 0,01 1,71
de Levedura
(c)
Concentracéo t Concentragao P Y pix
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de 1,65 120 13,0 0,01 0,13
Malte 5%
Yeast Malt Broth Tragos e — — ——
Czapeck Tracos e ——— — —
Vogel Sacarose 2,6 48 8,4 0,05 0,31
Vogel maltose 1.3 48 19,9 0,03 0,065
Corn Steep sem Tragos R e R B —
| glicose
Corn Steep ————— -— — - —
| glicose
Frutose / Extrato Tracos — — Ent At
de Levedura
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Tabela 35— Concentragéo de 1—octen—3-ol (ppm), tempo de produgéo do aroma (h), concentragéo celular
(g/L), Produtividade (P) (mg/L.h™), rendimento do produto em relagdo a concentragdo celular (Y,y)
(ppm.L/g) para a Neurospora sp 1 (a), Neurospora sp 2 (b) e Neurospora sp 5 (c), nos diversos meios
testados.

(a)
Concentragéo t Concentragéo o Y oix
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/g)
Caldo Extrato de Tracos e — ——— —
Malte 5%
Yeast Malt Broth 6,7 48 5,8 0,14 1,16
Czapeck Tracos P e e -—
Vogel Sacarose e — e —
Vogel maltose — — —— — —
Corn Steep sem - —— e ———— —
| glicose
Corn Steep 2,3 48 7,0 0,05 0,33
glicose
Frutose / Extrato 5,9 120 0,40 0,05 14,75
| de Levedura
(b)
Concentracao t Concentragao P Yo
(ppm) (h) celular (g/L) | (mg/L.h™) | (ppm.L/Q)
Caldo Extrato de 2 144 10,2 0,014 0,20
Malte 5%
Yeast Malt Broth 4,7 144 3,0 0,03 1,57
Czapeck ——— —— —— — —
Vogel Sacarose 0,94 144 58 0,007 0,16
Vogel maltose — — — — —
Corn Steep sem — ———— e R ——
licose
Corn Steep 1,3 72 3,6 0,018 0,36
| glicose
Frutose / Extrato — ————— ——— —_ —
de Levedura
(c)
Concentracao t Concentracao P Y i
(ppm) (h) celular (/L) | (mg/L.h™") | (ppm.L/g) |
Caldo Extrato de 1,78 120 13 0,014 0,14
Malte 5%
Yeast Malt Broth 10,3 48 58 0,21 1,78
Czapeck 1,5 96 3,0 0,016 0,5
Vogel Sacarose 1,0 72 6,8 0,01 0,15
| Vogel maltose Tragos e —- — ——
Corn Steep sem Tracgos ———- -——- e ———
licose
Corn Steep Tragos e —— e
glicose
Frutose / Extrato Tragos — e — S
de Levedura
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4.6 — Efeito da temperatura na produgdo de compostos volateis pela linhagem
Neurospora sp1

A linhagem de . Neurospora sp1 foi inoculada nos meios selecionados nas
temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C.

Neurospora sp1, quando fermentada em meio CEM5% apresentou o aroma de fruta
mais agradavel e intenso em relagdo aos outros meios de cultura, tendo sido portanto
selecionado para o estudo do efeito da temperatura em relacdo a producao de aroma
de frutas.

No entanto, quando fermentada em YMB, Neurospora sp1, foi obtido além de leve
aroma frutal, desenvolveu forte aroma de cogumelo, justificando deste modo a escolha
deste meio para o estudo de temperatura

A temperatura de 35°C, a linhagem Neurospora sp1 n&o desenvolveu aroma algum até
6 dias de fermentagdo nos meios selecionados.

4.6.1 - Neurospora sp1 em Caldo Extrato de Malte 5%

A 25°C e a 30°C, a linhagem Neurospora sp1 apresentou apenas pequenas variagoes
na intensidade, devido as diferengas nas concentragdes dos compostos produzidos nos
diferentes tempos de fermentagdo. Tanto a 25°C como a 30°C, apds 24 horas de
fermentagéo ja se detecta aroma muito agradavel de frutas em CEM5%.

Entre os compostos analisados quantitativamente, acetaldeido, acetato de etila ,
butirato de etila , alcool isoamilico, hexanoato de etila e 1-octen-3-ol, o0 acetato de etila
foi o que apresentou maior concentracdo. Esta concentragdo foi encontrada a
temperatura de 25°C, em 96 horas de fermentagao ( 91,4ppm) e a 144 horas (
94ppm)(figura55).

Para o composto acetaldeido, a temperatura de 25°C, a sua melhor concentragao foi

de 27,2ppm. Podemos observar de acordo com a figura que este composto, entre 48 e
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096 horas de fermentagcdo , a 25°C apresentou maiores concentragoes quando
comparada a temperatura de 30°C. Esse mesmo comportamento foi observado para o
butirato de etila e alcool isoamilico(figura 593).

No caso do hexanoatode etila, tanto a 25°C quanto a 30°C, nao foram detectadas
quantidades suficientes para quantificagéo.(figura 49)

O 1-octen-3-ol s6 foi encontrado a 25°C em 120 horas (5,4ppm) e 144 horas (2,0ppm)

de fermentacao(figura 55).

4.6.2 - Neurospora sp1 em YEAST MALT BROTH

De acordo com a figura 56, verificamos que o composto acetato de etila € o que
apresenta maior concentragdo entre os compostos analisados. Neste caso a melhor
temperatura foi 30°C em contraste aos resultados encontrados para o0 mesmo composto
no meio CEM5%, cuja concentragao foi de 45ppm a 48 horas.

O composto butirato de etila apresentou-se somente em tragos a temperatura de30°C ;
ja a temperatura de 25°C , o composto apresentou em 24 e 48 horas de fermentagao ,
quantidades suficientes para a analise quantitativa, 4,5ppm e 1,0ppm respectivamente.
Para o composto 1-octen-3-ol, observa-se pela figura 56 que a temperatura de 30°C foi
a mais adequada para sua produgéo , sendo que a 48 horas de fermentacao encontra-

se sua maior concentracgao ( 6,7ppm).
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Tabela 36- Avaliagao sensorial a 25°C e a 30°C da linhagem Neurospora sp.1

Caldo Extrato de Malte 5%

Yeast Malt Broth

Tempo (h) 25°C 30°C 25°C 30°c
Frutal Abacaxi Cogumelo Maca
24 + +++ + -
48 Abacaxi Abacaxi Cogumelo/frut Cogumelo
+++ +++ al ++
+
72 Frutal Abacaxi Cogumelo Cogumelo
+F ++ <+ ++++
96 Frutal Abacaxi Desagradavel Cogumelo
++ ++ e
120 Cogumelo Abacaxi Desagradavel Cogumelo
+ ++ ++
144 Abacaxi Abacaxi desagradavel Cogumelo
+ + +
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4.7 — Efeito da adicao de dleo de soja em meio Yeast Malt Broth

Cogumelos comestiveis, como Agaricus bisporus , tem sido utilizados desde ha muito
tempo como alimento e também como aromatizantes, devido ao seu raro e delicado
aroma: o aroma tipico dos cogumelos é devido a compostos ndo volateis como
aminoacidos e nucleotideos e principalmente por compostos volateis com cadeia de 8
carbonos, 1 — octanol, 3-octanol,3-octanona, 1-octen-3-ol, 2-octen-3-ol, etc. Dentre estes
compostos, o 1-octen-3-ol € o mais importante composto volatil associado a cogumelos
frescos, constituindo por exemplo 78% da fragad volatil em Agaricus bisporus , 66% em
C. cibarius , 72% em Gyromita esculenta (PYSALO, 1976) O 1-octen-3-ol é formado a
partir da quebra enzimatica do acido linoleico por agcdo de duas enzimas, lipoxigenase e
hidroperoxido liase, conforme esquema abaixo ( HADAR et al, 1991).

A linhagem Neurospora sp1 produz forte aroma de cogumelo em meio YEAST MALT
BROTH, sendo que o composto identificado foi 1-octen-3-ol, o mesmo alcool
responsavel pelo aroma de cogumelos comestiveis.

O dleo de soja apresenta em sua composi¢ao cerca de 49% de acido linoleico ( INDEX
MERCK) e foi adicionado ao meio YEAST MALT BROTH como possivel precursor de 1-
octen-3-ol.

Os resultados mostram que o maior rendimento de 1-octen-3-ol foi de 7,7ppm em 120
horas de fermentacéo. Quando fermentada em meio YEAST MALT BROTH sem adigao
de precursor o melhor rendimento foi de 6,7ppm em 48 horas.

Comparando-se os dois resultados, tem-se a impressdo de que nado é significativa a
diferenca dos resultados. Porém se levarmos em conta o baixissimo valor do “treshold”
para 1-octen-3-ol (1 ppb ) a diferenca de 1 ppm é consideravel. Além disso, se
comparamos as concentracdes encontradas com a quantidade de 1-octen-3-ol presente
em algumas espécies de cogumelos, como por exemplo, em Agaricus bisporus, de
3,3ppb (DIJKSTRA, 1976), verificamos que a concentragdo obtida pela linhagem

Neurospora sp1 é aproximadamente 2000 vezes maior.

126



No entanto mais estudos sdo necessarios para verificar o efeito do acido linoleico
adicionado diretamente no meio de cultura.

4.8 — Efeito da concentragdo de esporos na producdo de compostos volateis por
Neurospora sp1

A linhagem Neurospora sp1 quando cultivada em CEMb5%, produziu aroma muito
agradavel de frutas na mesma intensidade, nas duas concentragbes de esporos
utilizadas ,10° e 107 esporos /mi

A analise cromatografica mostrou que néo existe grande diferenga nas concentracées
dos compostos volateis produzidos nas duas suspensdes de esporos estudadas.

O acetaldeido teve suas maiores concentragdes em ambas suspensdes com 24 horas
de fermentagéo, 12,8ppm ( 10°) e 11 ppm (107 )(figura57).

O composto acetato de etila teve sua maior concentracdo com 48 horas de
fermentacao, 89,5ppm ( 10°) e 80ppm(107 )(figura 58).

Assim como o acetato de etila, o butirato de etila também teve sua maior concentracao
com 48 horas de fermentagao, 8,7ppm ( 10°) e 8,4ppm (107 Yfigura 59).

O alcool isoamilico teve seu melhor rendimento com 48 horas de fermentacao, 4,9ppm
(10°) e 4,5ppm(107 )(figura 60).

Pelos resultados obtidos e levando-se em conta os baixos valores de “threshold “ dos
compostos em questao (butirato de etila-1ppb e acetato de etila- 5 a 5000 ppb e alcool
isoamilico — 250-300ppb) podemos optar pela concentragao de 10° esporos /ml de meio
de meio de cultura.

Os compostos hexanoato de etila e 1-octen-3-ol apresentaram somente tracos nas duas

concentracoes de esporos .

Neurospora sp1 quando cultivada em meio YMB, produziu aroma forte de cogumelo a
partir de 48 horas de fermentagéo nas duas concentrages de esporos estudadas.
Os compostos acetaldeido, butirato de etila e alcool isoamilico nao foram detectados ou

tiveram presenga somente em tragos, tanto em 10° quanto em 10 esporos por ml.
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O composto acetato de etila na suspensao 10° esporos/ml teve sua melhor
concentragao (45ppm) em 48 horas, enquanto que na suspensao 107 /ml, apresentou-
se somente em tragos(figura 61).

Para o composto 1-octen-3-ol , a maior concentragéo na suspensao de 10° foi 6,7ppm
em 48 horas e a 107, 6,4ppm no mesmo tempo de fermentagao(figura 62).

A correlagao entre os valores encontrados e o seu “threshold”, mostra que a utilizacao

de uma suspensao de esporos 10°/ml é a mais indicada.
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Figura 57—Perfil de obteng&o de acetaldeido para Neurospora sp.1 em meio CEM5% ,
com 10° (E5) e 107 (7) esporos/mL do meio de cultivo

concentracao (ppm)

Figura 58-Perfil de obtencéo de acetato de etila para Neurospora sp.1 em meio
CEM5% , com 10° (E5) e 107 (7) esporos/mL do meio de cultivo
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Figura 59 -Perfil de obtencédo de butirato de etila para Neurospora sp.1 em meio
CEM5% , com 10° (E5) e 107 (7) esporos/mL do meio de cultivo
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Figura 60-Perfil de obtencdo de alcool isoamilico para Neurospora sp.1 em meio
CEM5% , com 10° (E5) e 107 (7) esporos/mL do meio de cultivo
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Figura 61 - Perfil de obtencao de acetato de etila para Neurospora sp.1 em meio Yest
Malt Broth, com 10° (E5) e 107 (7) esporos/mL do meio de cultivo

7 i
"-/
6
’/

concentracdo (ppm)

tempo (horas)

EE5 EE?I

Figura 62 - Perfil de obtengao de 1-octen-3-ol para Neurospora sp.1 em meio Yest Malt
Broth, com 10° (E5) e 107 (7) esporos/mL do meio de cultivo



5- CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado estudo de novas linhagens de Neurospora sp , isoladas de
beiju, objetivando a produgdo de compostos volateis de aroma, verificando-se o efeito
de parametros fundamentais, como composi¢ao do meio de cultura, temperatura,
concentracao inicial da suspensao de esporos e adicao de precursores.

As linhagens de Neurospora sp1, Neurospora sp2 e Neurospora spS produziram,
aroma de frutas e de cogumelo quando cultivadas em diferentes meios liquidos de
cultura a 30°C com agitagcdo de 200rpm, sendo que sua intensidade variou dependendo
do meio utilizado e das concentragdes dos compostos produzidos.

Dentre as fontes de carbono selecionadas, glicose, sacarose, maltose e frutose , 0s
meios que continham maltose apresentaram os melhores resultados na avaliagao
sensorial com painel nao treinado, com a obtengdo de aroma extremamente agradavel ,
embora os meios com frutose e sacarose e glicose em termos de concentragao,
mostraram resultados melhores em relagao ao meio com maltose.

Compostos volateis de aroma foram produzidos tanto em meios contendo fontes
organicas e inorganicas de nitrogénio.

Foram identificadas 3 classes de compostos: aldeidos ( acetaldeido), esteres ( acetato
de etila, butirato de etila e hexanoato de etila) e alcoois ( alcool isoamilico e 1-octen-3-
ol)

A linhagem Neurospora sp1 mostrou-se capaz de produzir a maior concentragéo de
acetaldeido em relacao as outras linhagens, 98ppm em meio Frutose /Extrato de
levedura com 144 horas de fermentacao.

A linhagem Neurospora sp2 produziu as maiores concentragdes de acetato de etila
(165ppm) com72 horas de fermentagao em meio Vogel sacarose e de butirato de etila
(17,9ppm) em meio Frutose/Exrato de Levedura com 96 horas de fermentagao

A linhagem Neurospora sp5 produziu as melhores concentracdes de alcool isoamilico
(213ppm) , hexanoato de etila (2,6ppm) e de 1-octen-3-ol ( 10,3ppm) em meios e
tempos de fermentacdo diferentes, 96horas em Frutose/Exrato de Levedura, 48 horas

em Vogel sacarose, e 48 horas em Yeast Malt Broth respectivamente.
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No estudo do efeito das temperaturas com a linhagem Neurospora sp1, a temperatura
de 25°C foi a mais adequada para a producgao de volateis na maioria dos compostos
em meio Caldo Extrato de malte 5%; ja em meio Yeast Malt Broth , a temperatura de 3
0°C foi melhor para produgao de 1-octen-3-ol.

A concentragdo de 10° esporos /ml da suspenséo inicial mostrou-se mais interessante
para a producdo de compostos volateis nos dois meios estudados.

A adicdo de acido linoleico em meio Yeast Malt Broth, aumentou discretamente a
producgado de 1-octen-3-ol pela linhagem Neurospora sp, de 6,7ppm para 7,7ppm.

Os resultados revelaram que as linhagens de Neurospora sp deste estudo
apresentaram potencialidade para produgcao de compostos volateis de aroma de frutas
e de cogumelo e que as condigbes de fermentacao devem ser ajustadas para melhoria

da produtividade, visando aplicagdes em industrias de aromas para alimentos.
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ANEXOS

ANEXO 1 - llustragao dos cromatogramas de quantificagdo dos compostos produzidos
pelas linhagens de Neurospora sp.
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Anexo 1.1- Cromatograma de quantificagdo do composto acetato de etila em meio Corn
Steep Liquor com 24 horas de fermentagéo, a 30°C, produzido pela Neurospora sp1

Data File C:}\HPCHEM\ 1\DATA\NEUROSP) AROMALOO.D Sample Hame: neurosp =pl

Meio Cozn Steep Liquor =em glicese 24 heras / 207 C / 2
00zpm (1)

Injection Date : 16/09/99 15:239:13

Zample Hame : meuresp =pl Yial : 1
Acg. Operator : berxe Inj : 1
Inj Velume : Hanmallwy
Acg. Method : C:\HPCHEM\ 1\METHOD S\ NEUROSPT .M
Last changed : 1640971998 13:00:57 by bere

(modified after leading)
Analysis Methed : C:%\HPCHEM\ I\METHODS\NLUROSPT.H
Last changed . 20/06/2000 08:52:29 by Joaquim

(modified aftexr leoading)

FID1 A, (NEUROSPVAROMA100.D)
PA = P
G + o
i &$ E
. + @
=
35 =1
®
] = B
304 @
I @
1 =
2
i) 2]
25 =
o
[
20 o
1 =+
-
1 P
15 4
10 2
1 L=
. _._-;_._...--.-.—.—--—d'\v—--".L
T ¥ T T T
5 10 15 20 25  mil
Area Percent RepozT
Soxted By : Signal
HMultiplier 5 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: TID1 &,
Peak RetTime Type Width Area Height Azea
$§ [min] [min] [pa*=] [pal 2

Bl I I -1 | I
1 6.251 PV 0.3178 25.45087 1.06885 0.71376
2 VB 0.1782 9.12784 7.18298e-1 0.255%98
3 EP 0.0853 48 _G8ZE6 8.97960 1.36529
4 8.917 EE 0.0709 161.99243 25.75019 4.54304
5 BY 0.2032 1338.81555 §8.16824 27.54676
3 VE 0.3564 1772.60608 62.36536 49.71232
7 18.741 BB 0.0984 209.05270 32.69706 S5.86283

Totals : 2565.72814 Z31.74768

Results obtained with enhanced integzator!

*** End of Report **¥
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Anexo 1.2- Cromatograma de quantificagdo do composto 1-octen-3-ol em meio Yeast
Malt Broth em 48 hs de fermentacao, 30°C, produzido pela Neurospora sp5

Data File C:\HPCHEM) 1\DATA\NEUROSPY AROMALGZ.D Sample Hame: neurcspora =p 5§

Heio Yeast Malt Brovh 48hs/20°C/200xpm
Quantidade de amostza : 0,5ml

Injection Dave : 15/10/95 15:39:42

Sample Hame : neureszpera sp § Vial i
Acqg. Operasor : Bezenice Inj : 1
Inj Velume : Manually
Acg. Hethod : €0\ HPCHEM 1\METHOD S\ NEUROSPT .M
Last changed : 15/10/1999 14:52:58 by Berenice

(modified after loading)
Znaly=is Methed : (:)\HPCHEM 1\METHODS\KEVROIPT.M
Last changed ¢ Z0/06/2000 08:52:24 by Joaquim

(medified aftexr loading]

FID1 A, (NEUROSPVAROMA162.D)
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P o f‘l_
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o= o
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35 == &
] 3 |8
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Area Percent Report

3ozrted By : Signal
HMultviplier . 1.0000
Dilution H 1.0000

Signal 1: FID1 &,

Peakr RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pa*s) [pal T

0.0786 17.53292 2.43098 0.74620
0.0755 6.77615 1.42543 0.28839
0.0828 15.26791 2.85724 0.654906
0.1605 135.67169 11.943849 5.77418
0.2866 147.70184% 6.93080 6.28613

-3 I T R R R
-
k=4
o
@
o

11.737 0.0925 105.25240 17.40897 4.47953
13.380 0.0343 40.32158 £.63231 1.71608

- 0.0650 5.8059¢ 1.38161 0.24710
15.925 0.0935 1394.84692 234.27209 59.36456

10 16.778 0.0851 2z.20262 4.10498 0.94494
11 1s.592 0.0856 179.29327 29.21048% 7.63071
12 19.3237 0.1087 §.85427 1.17787 0.37684
1z 20.293 0.0948% 254.27254 41.54567 10.82182
14 20.652 0.1225 2.82072 4.71447e-1 0.16261

»
G8d2d9sddsz2ygsy

=
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0.09396 11.9%0812 1.88718
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Toetals : 2349.62891 3164.98099

Resulets obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
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Anexo 1.3- Cromatograma de quantificagdo do composto hexanoato de etila em meio
Vogel sacarose com 48 horas de fermentagao ,a 30°C produzido pela Neurospora sp 5

Data File C:\HPCHEF, 1\ DATA\NEUROSP) AROMALES.D Sample Hame: Heurospora sp5

Heie Uogel sacazese
Quantidade de amostra :

30" ¢/ 200zpny 48hs
0,5 ml

Injection Date

13/10/99 15:07:28

Sample Hame : Heuzospora sps Vial b
Acg. Operator : Berenice Inj : 1
Ing Volume : Hanually
Acqg. Methed : C:\HPCHEM\ 1\ METHOD3\ FEUROSPT .M
Last changed : 18/10/1999 14:28:37 by Berenice
(modified aftexr loading)
Analy=ziz Method : C:\HPCHEM\, 1\METHOD3\FEVROSPT.H
Last changed . 20/06/2000 08:52:24 by Joaquim
(medified aftexr leading)
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Azrea Percent Report
Soxted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilucien 1.0000
Signal 1: FIDL &,
FPeak BRetTime Type Width Area Height Area
¥ [min] [min] [pha™s] [pal S
| m———— | I I l I
1 5.525 BB 0.0825 248.96921 46.44222 1.66517
2 6.885 PB 0.0771 14.76121 2.01788 0.09873
3 §.218 BB 0.0867 82.10526 14.79602 0.54914
4 §.519 BB 0.1072 6.48007 B5.87558e-1 0.04334
5 9.516 PB 0.1494 1.294349 1355.73669 86.56835
6 11.502 BV 0.0584 25.82674 4.05113 0.17274
7 11.686 VP 0.1090 6.24209 8.77554%e-1 0.04175
& 12.047 BB 0.1415 28.18489 3.05993 0.18851
9 12.759 PB 0.0772 £.34643 1.702z8 0.05582
10 12.356 PB 0.1047 5.96465 8.82669e-1 0.03983
11 14.037 BB a.0702 4.35903 9.73810e-1 0.02915
1z 15.677 BV 0.1074 6.64882 9.20326e-1 0.04447
13 15.95z W 0.0922 1204.54297 202.65723 £.05631
14 16.154 VB 0.0864 94.68056 17.15545 0.63325
15 16.76% EP 0.1091 9.01987 1.20854 0.06032
16 1s.210 BP 0.0939 4.89151 8.16947-1 0.03272
17 13.648 BB 0.0977 208.9973% 34.01970 1.39783
18 19.366 BY 0.1204 11.03273 1.45585 0.07379
19 19.553 WP 0.0948 6.00127 1.01815 0.04014
20 20.043 BP 0.1105 8.78501 1.18503 0.0587¢
21 z0.587 W 0.146% 4.51961 4.17402e-1 0.02022
2z 20.833 VB 0.148% 17.79081 1.78494 0.118359
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Anexo1.4 — Cromatograma de quantificagdo do composto butirato de etila produzido
por Neurospora sp1 em meio Frutose/Extrato de levedura, em 96 horas de
fermentagao/30°C

Data File C:\HPCHEM\ 1\ DATA\ NEUROSP\ AROMAZ15.D SBample Name: Feuzozpora spl

HMeio Frucese/Extrate de Leveduza 96hs/30°C/200zpm
Quantidade de amestra - 0, 5ml

Injection Date : 04/11/99 15:15:21
Sample Hame : Heurospora =pl Wial 1
hcg. Operatox : Bexenice Inj : 1
Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\ NEUROSPT .M
Last changed : 047111999 14:05:10 by Berenice

(modified after loading)
dnalysis Methed : C:\HPCHEM), 1\METHODS\NCUROZPT .M
Last changed : Z20/06/2000 08:52:249 by Jeaquim

(modified after loading)
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Azrea Pezcent Report

3orced By 1 Signal
Muleipliex 3 l.0000
Dilution 3 1.0000

Signal 1: FID1 &,

FPeale RetTime Type TWidth Area Heighes Area
# [min] [min] [pa*s] [pal 2

R EE TR [ B |mmmm————— |mmmmmmmmen R 1
1 5.631 EE 0.0906 397.11285 65.59592 0.41183
z 7.118 FPB 0.0827 5.54299 1.04751 0.00575
2 %.495 BP 0.0835 102.99637 18.92071 0.10681
4 10.107 PE 0.2078 9.52713e4 4030.04639 98.80162
5 1z.243 BB 0.12z2 258.00656 22.60653 0.26757
€ 13.470 BE 0.0938 22.29215 3.89144 0.024186
7 14.692 PP 0.0955 6.66622 1.11%03 0.00691
8 15.855 BB 0.0978 195.42766 31.74381 o0.z0267
9 17.820 BE 0.10390 7.76112 1.11730 0.00805
10 1&.625 BB 0.0975 158.75220 25.91556 0.164963

Totalz : 5.64269«4 4212.01421

Re=ulr= obrained with enhanced integrator!

*** End of Report *¥¥
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Anexo1.5- Cromatograma de quantificagdo do composto alcool isoamilico em meio
Frutose/Extrato de levedura em 48 horas de fermentagao/30°C por Neurosporasp5

Data File C:\HPCHEH) 1)DATA\NEUROSP) AROMAZ21.D Sample Hame: HNeuzospera 3pd

Meio Frutose/Extrate de levedura
48hs/ 20C/ 200pm

Injectien Dave 26/11/99 10:28:04

Sample Name : FHeurospora spd Vial : L
Acqg. Opezavor : Bezenice Inj : 1
Inj Velume : Marnually
Acq. Method . C:\HPCHEM\ 1\METHODS) NEUROSFT .H
Last changed : 26/11/1999 10:18:37 by Bezenice

(modified afvexr leading)
Analysis Methed : ' HPCHE\, 1\ METHODS\ KEURQSPT .M
Last changed . ZD/06/2000 08:52:24¢ by Jeaquim
(medified afrezr loading)

FID1 A, (NEURDSPVAROMAZ31.D)
pA | ﬁ-’; g
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70 un (=
71 wo
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B0 4 g
La =]
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] 8 o
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Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multipl iex : 1.0000
Dilucion : 1.0000

Signal 1: TIDL &,

Pealk RerTime Type Width Azrea He ighe Area
# [min] [min]  [pad~™s] [pal 3
=== T k= | mm——————— |=m=meaae 1
1 5.738 BB 0.0807 316.12204 59.20877 1.26320
4 7.356 BP 0.0750 11.5z117 2.27956 0.04575
3 8.815 BB 0.0722 16.26728 3.50284 0.06460
4 10.040 EB 0.1784 z.2251ze4 1902.88721 85.36214
5 11.375 BP 0.0850 11.66265 2.09252 0.04621
6 1z.285 BB 0.1032 47.17628 7.13126 0.18734
7 12.470 EB 0.0808 99.60845 17.40486 0.39556
& 14.71% EB 0.0969 5.45606 1.02335 0.02564
9 15.854 PB 0.0939 2295.24302 383.28271 9.11507

=

18.551 BB 0.0945 £3.94763 12.90134 0.33227
20.805 EP 0.1z0% 15.93977 2.09417 0.06320
1z 22.259 EP 0.1254% 24.58255 2.88631 0.09762

=

Totals : 2.51818e4 2397.70521

Results obtained with enhanced integrater!

=+* End of Reperr **¥
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Anexo1.6- Cromatograma de quantificacdo dos compostos produzidos por Neurospora
sp1 em meio Frutose/Extrato de Levedura com 48 horas de fermentagdo a 30°C

Daca File C:\HPCHEM, 1\ DAT A\ NCUROSP\ AROMAZ12.D Sample Mame: Neuzospeza spl

Meio Fruboze/Lxvrave de Levedura 48h=/207C/ 200zpm
Quantidade de ame=zera - 0, 5ml

Injection Date 04/11/99 11:59:28

Sample Hame Heurespeza spl Vial : 1
Acqg. Opexater Eerenice Inj : 1
Inj Uolume Hamually

deqg. Method
Laszt changed

Analy=iz Method :

Lazr changed

C:\HPCHEM, 1\ METHOD 3\ NEVROSPT .M
04/11/1999 11:235:10 by Berenice
(modified aftexz loading)

C:\ HPCHEM\ 1\ METHOD 3\ FEUROSPT .M
Z0/06/2000 08:52:24 by Joaquim

(modified aftez loading)
FID1 A, (NEURDSPVAROMAZ13.0)
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@ c
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Azea Pexcent Report

Sorced By Zignal

Multipliex 1.0000

Dilution 1.0000

3ignal 1: FID1 &,

Feak FewTime Type Widcth Area Height Area
# [min] [min] [pA+*=] [pal 2z

|

I =1 |== |

1 4.757 PU 0.0871 4.114926 5.91954e-1 0_00800
2 4.917 W 0.0504 2z.1z001 9.74718 0.06242
2 5.052 v 0.0598 4554.36523 1213 89819 8.85135
L 5.479 vy 0.0741 36.57325 7.34935 0.07108
5 5.774 UB 0.0515 589.93219 96.28004 1.14652
[ 7.355 BF 0.0819 10.72090 2.09055 0.02086
7 8.846 BP 0.0%53 215.003149 45.35450 0.41786
& 10.194 PU 0.2211 4.55227e4 2931.84424 88.47270
3 1l0.56z VB 0.1252 78.49756 7.54086 0.15256
10 1lz.334 BB 0.1002 172.21793 26.47967 0.23665
11 1z.971 PP 0.0666 5.549478 1.40229 0.01136
iz 13.509% EBP 0.0882 10.52366 1.35423 0.02045
13 14.752 PV 0.1002 5.31325 8.13558e-1 0.010332
14 15.972 BB 0.0967 5Z.14059 8.37277 0.10132
15 16.280 EP 0.0814 5.50221 1.08141 0.01069
16 17.329 BB 0.1070 11.91254 1.755%26 0.02315

17 18.627 BB 0.0952 145.45912 23.80231 o0.z28270

Totals 5.14539e4 4380.66294

Resules sbtained with enhanced integratox !

*** End of Report *==x

Instzament 1 20/06/2000 09:16:28 Jeaquim Pace 1 of 1

146



ANEXO 2 - Equipamentos utilizados para extragdo, identificacao

e quantificacao dos
compostos volateis

o & & & Rl
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Anexo 3 - Fotografia das linhagens de Neurospora sp selecionadas para o
estudo (meio Saboraud)
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