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RESUMO

A biotecnologia atualmente esta inserida na busca de novos produtos e processos,
tornando-se uma ferramenta importante na obtengdo de aromas naturais. Ademais, o
Brasil por ser um pais agricola gera uma alta quantidade de residuos agroindustriais.
Nesse sentido, € de suma importancia a busca de alternativas que possam trazer a
esses residuos gerados um valor comercial agregado colaborando também com a
reducdo do impacto ambiental. O projeto em questdo utilizou o uso combinado de
residuos agroindustriais sendo eles o bagac¢o de malte e o bagago de cana-de-agucar
visando produzir hexanoato de etila por Neurospora sitophila n°® CTT 5055 tendo por
objetivo avaliar o melhor tempo de producédo. Meios de cultura contendo 5 gramas de
cada residuo e 1 g de 6leo de soja em 100 mL de agua destilada foram preparados e
inoculados com um grama de biomassa, obtida através de um processo de filtragao a
vacuo gerada apods 24 horas em meio Yeast Malt (YM), os quais foram mantidos em
shaker a 200 rpm e 30°C. A fermentagdo nos residuos foi conduzida nas mesmas
condigdes da producdo da biomassa e amostras foram coletadas a cada 24 horas até
144 horas. Posteriormente cada amostra foi extraida com o auxilio de éter dietilico e 1
microlitro injetado e analisado no cromatégrafo gasoso. Todas as amostras continham o
aroma de interesse, entretanto, o melhor tempo para a producdo foi em 48 horas de

fermentagdo com uma produgao de 39,24 mg/L.

Palavras-chave: bioaroma. Neurospora. bagago de cana-de-agucar. bagago de malte.



ABSTRACT

Biotechnology is currently inserted in the search for new products and processes,
becoming an important tool in obtaining natural aromas. Furthermore, Brazil, as an
agricultural country generates a high amount of agro-industrial waste. In that sense, it is
importance to the search for ways that can bring the waste generated a value aggregate
commercial contribution also collaborating with the reduction of the environmental
impact. The project in question used the combined use of agro-industrial residues,
namely malt bagasse and sugarcane bagasse, aiming to produce ethyl hexanoate by
Neurospora sitophila n® CTT 5055, with the aim of evaluating the best production time.
Containing 5 grams of each residue and 1 g of soybean oil in 100 mL of distilled water
were prepared and inoculated with one gram of biomass, obtained through a vacuum
filtration process generated after 24 hours in Yeast Malt (YM) medium which were kept
in a shaker at 200 rpm and 30°C.Fermentation in the residues was carried out under the
same conditions of biomass production and samples were collected every 24 hours for
up to 144 hours. Afterwards, each sample was extracted with the aid of diethyl ether and
1 microliter injected and analyzed in the chromatograph gaseous. All samples contained
the aroma of interest, however, the best time for the production was in 48 hours of

fermentation with a production of 39.24 mg/L

Key-words: flavor. Neurospora. sugarcane bagasse. malt bagasse.
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1 INTRODUGAO

A producao biotecnolégica vem expandindo nos ultimos anos, despertando
grande interesse pela industria de aromas, devido sua nova tendéncia e crescente
preferéncia dos consumidores por produtos que contenham em sua formulagdo
matérias-primas naturais, em detrimento dos aditivos quimicos, diferenciando esses no
mercado (BERGER, 2015; BICAS et al, 2010). Uma das utilizacbes da biotecnologia
esta na extracdo obtengdo de bioaditivos e alimentos, dentre eles, os aromas naturais
(FELIPE e BICAS, 2016)

O aroma e sabor sdo atributos sensoriais de extrema importancia no consumo
dos alimentos, pois, se ndo agradarem ao paladar dos consumidores, os produtos séao
rejeitados e, consequentemente, ha prejuizos financeiros para as empresas e comércio
em geral (LUZ, 2010).

O Brasil é, atualmente, o quarto maior mercado para produtos saudaveis. A
industria de aromas naturais ocupa uma parcela significativa do mercado de
ingredientes naturais (ADITIVOS INGREDIENTES, 2021). Enquanto, a sintese quimica
pode ocasionar alto impacto ambiental devido a emissdo de residuos nao
biodegradaveis em seu processo, e aromas extraidos de fontes vegetais estdo sujeitos
a variacao da sazonalidade, ataques de pragas e efeitos geograficos a biotecnologia
surge como uma ferramenta atrativa nesse mercado (CARVALHO, 2011).

O género Neurospora, pertencente a um grupo de fungos filamentosos, é
relatado como produtor de hexanoato de etila, um éster caracterizado por possuir
intenso aroma frutal amplamente utilizado na industria de alimentos (CARVALHO,
2011), assim, sua produgao se torna muito Util para sociedade em varios aspectos.

O setor cervejeiro brasileiro € o mais importante do mercado sul-americano e um
dos maiores do mundo, gerando uma expressiva quantidade de residuos,

principalmente, bagaco. O bagago é quantitativamente o principal subproduto do



processo cervejeiro, sendo gerado de 14-20 kg a cada 100 litros de cerveja produzida.
A grande produgao anual de cerveja no pais, em média 14,1 bilhdes de litros, da ideia
da enorme quantidade deste subproduto gerada (CERVBRASIL, 2019).

Nao obstante, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar e, na safra
2020/21, foi responsavel pela producdo de 654,5 milhdes de toneladas (NACHILUK,
2021). Nos processos de agucar e alcool, gera-se como residuo o bagago de
cana-de-agucar, residuo fibroso da extragao do caldo pelas moendas. A quantidade
produzida depende do teor de fibra da cana processada, apresentando, em média, 46%
de fibra e 50% de umidade, resultando, aproximadamente, em 280 quilos de bagaco
por tonelada de cana processada (ALCARDE, 2021).

Visto isso, a utilizagédo de residuos agroindustriais, sendo eles bagagco de malte
e manipueira, por exemplo, juntamente com a adi¢gdo de 6leo de soja, para a produgao
de hexanoato de etila por Neurospora sitophila culminou em patente de invengao
(PASTORE et al., 2011). Em estudo realizado por Crescitelli, et al. (2020) houve
identificacdo da producdo de hexanoato de etila em bagag¢o de cana-de acgucar por
Neurospora sp. Aléem disso, trabalhos recentes demonstraram que, além disso, o uso
combinado de residuos agroindustriais com adigdo de precursor € interessante para
esse proposito, além de diminuir os custos da etapa fermentativa e tornando-o factivel
(SZABO, et al., 2021).

Posto isso, sabendo que a Neurospora sp. possui capacidade de se desenvolver
rapidamente, podendo ser um microrganismo capaz de produzir metabdlitos
secundarios, dentre eles, ésteres (MAROSTICA JUNIOR , 2006; SYED et al., 2016), a
utilizagao dela, em processos de producédo de aroma, juntamente com o uso combinado
de residuos agroindustriais adicionados de 6leo de soja como meio de cultura na etapa
fermentativa, pode se tornar um aliado em potencial para a redugao de custos na

producao do hexanoato de etila.



1.1 PROBLEMATIZAGAO

O tema em questdo foi pensado uma vez que a regido de Avaré possui uma
gama de agroindustrias as quais geram inumeros residuos agroindustriais. Associado
também ao fato da missdo do IFSP de promover o desenvolvimento local, o presente
estudo teve como fundamento aliar a pesquisa e o desenvolvimento local e pessoal.
Além disso, tornando-se uma forma viavel que ja vem sendo estudada para produgao
de bioaromas.

Estudos realizados no IFSP Campus Avaré, mostram bons resultados com o uso
combinado de bagaco de cana-de-agucar e bagago de malte para a produgédo do
hexanoato de etila (CAMPOS e CARVALHO, 2022).

Portanto, com o exposto, a utilizagdo da linhagem de Neurospora sitoplhila. em
processos biotecnoldgicos combinado com residuos agroindustriais como meio de
cultura na etapa fermentativa, € um aliado na eficiéncia de produgao do hexanoato de
etila, principalmente ao se identificar o melhor tempo de producédo deste composto,
visto que, assim, ha uma otimizagdo de tempo de produgdo e consequentemente uma

reducdo ainda maior de custos nesse processo.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Produzir hexanoato de etila por Neurospora sitophila n® CTT 5055 em bagaco de

cana-de-agucar e bagag¢o de malte com 6leo de soja como meio de cultivo.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o tempo de maior produgdo de hexanoato de etila em 144 horas de
fermentagao, a temperatura de 30°C sob uma agitagcao de 200 rpm, com coletas

de amostra a cada 24 horas.



b) ldentificar e quantificar o hexanoato de etila produzido.

1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Manuten¢ao da linhagem de Neurospora sitophila n® CCT 5055

Para manutencdo da linhagem de Neurospora sitophila n® CCT 5055, a mesma
foi repicada, pela técnica de estriamento, nos meses de agosto e outubro em tubos de
ensaio contendo PDA e mantidas por uma semana em estufa incubadora a 30°C. Apds

isso foram armazenadas sob refrigeragao.

1.3.2 Produgao do bioaroma de interesse

1.3.2.1 Preparo do inéculo e inoculagao

Para a etapa da inoculagéo, a linhagem foi repicada, em nove tubos contendo
PDA (Potato Dextrose Agar) e mantida em estufa a 30° C por 72 horas. Apds esse
periodo, foram acrescentados 10 ml de agua estéril aos tubos, raspados, com o auxilio
da alga de platina, transferidos para erlenmeyers contendo 50 mL de meio liquido YM
(0,5% de peptona, 1% de glicose, 0,3% de extrato de malte e 0,3% de extrato de
levedura) e acondicionados em shaker de bancada sob agitacdo de 200 rpm a 30°C por
24 horas. Passado esse tempo, a biomassa foi recolhida a partir de um sistema de
filtracdo a vacuo, usando um funil Buchner.

Um grama da biomassa gerada foi adicionado aos meios estéreis contendo 5
gramas de bagaco de cana-de-agucar, 5 gramas de bagacgo de malte e 1 grama de dleo
de soja em 100 mL de agua destilada. Esse processo foi repetido 9 vezes, incluindo a
realizacdo do branco para controle, ou seja, um meio com residuo sem a adi¢gédo do

in6culo.



1.3.2.2 Fermentagao

Para a produgdo do hexanoato de etila, o meio contendo os residuos
agroindustriais passou pelo processo de fermentacédo a 30°C e 200 rpm de agitacao por
um periodo de 144 horas.

Para a cinética, foram retiradas amostras a cada 24 horas e congeladas para

posterior analise.
1.3.3 Avaliagao do melhor tempo de producao

A verificacdo do tempo de maior produgao de hexanoato de etila foi feita a partir

da quantificacdo do composto de interesse nas amostras.

1.3.3.1 Extragado do hexanoato de etila

O método utilizado para retirada do hexanoato de etila do meio fermentado foi a
extragdo liquido-liquido. Para isso, foram utilizados 5 mL do meio fermentado,
transferidos para tubo de ensaio adicionados com 0,1 g de NaCl. Apds isso, agitou-se
em vortex por 10 segundos, sendo em seguida, adicionado 1 mL de éter etilico
contendo 0,003% v/v de 2-heptanol (padrao interno), agitando novamente em vortex por
30 segundos e realizado por fim a retirada do solvente contendo o analito, com o auxilio

de uma pipeta de Pasteur, para uma eppendorf de 1,5 ml contendo 0,1 g de NaCl.

1.3.3.2 Corrida cromatografica para quantificagao e identificagao do

hexanoato de etila em CG-DIC

Um microlitro da amostra contendo o analito extraido foi injetado no modo
splitless, em um cromatografo gasoso. A temperatura do injetor foi de 250°C. Uma
coluna capilar de silica fundida TR-5 de 60 m x 0,25 mm de didmetro interno e 0,5 ym
de espessura de fase estacionaria foi utilizada para separar os componentes volateis. O
Gas Hélio foi utilizado como gas de arraste, a uma vazao constante de 1,0 mL.min™". A

programacgao de temperatura do forno foi iniciada a 50°C, permanecendo nesta



temperatura por 1 minuto, em seguida foi adicionada uma rampa de 10°C.min™" até
atingir 150°C permanecendo durante 1 minuto e, posteriormente, uma rampa de
20°C.min" até 200°C, a qual foi mantida por 3 minutos. A temperatura do detector foi de
250°C.

1.3.3.3 Identificagdo e quantificagdo do hexanoato de etila

1.3.3.3.1 Comparagao do tempo de retengao

Um dos critérios utilizados para a identificagdo da producdo de hexanoato de
etila, foi comparando os tempos de retencéo entre o pico alvo e o padréao analitico do

hexanoato de etila, obtidos na corrida cromatografica.

1.3.3.3.2 Fortificagao das amostras

Foi feita a adicao de 1ul de solugcdo de hexanoato de etila de 3Omg.L_1 em uma

das amostras extraidas contendo o bioaroma de interesse.

1.3.3.3.3 Quantificagao do hexanoato de etila

A quantificagdo do hexanoato de etila produzido foi feita através de uma curva de

calibracédo externa com dez pontos de concentracdes de hexanoato de etila conhecidas,

sendo eles: 0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 20; 30; 40; 50; mg L ~! obtidos a partir de uma
solugdo mée de 500 mg/L com 0,003% de padrao interno. Para a construgcédo da curva
foi utilizado o programa Microsoft Excel (2019).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos filamentosos - Neurospora Sitophila



Processos fermentativos envolvendo microrganismos desempenham um papel
fundamental na produgdo de aromas presentes nos alimentos, como por exemplo em
cervejas, vinhos, queijos e molho de soja (PINTO, 2017). Visto isso, os fungos
filamentosos tém sido utilizados para a producdo de medicamentos e alimentos, além
de degradagao natural de residuos ambientais (TAKAHASHI et al., 2017).

Esses fungos sdao compostos por longos filamentos chamados de hifas que se
ramificam e se entrelacam (TAKAHASHI, et al., 2017), sendo capazes de secretar uma
ampla gama de enzimas, como celulases, lignina peroxidase, manganés peroxidase,
lacase, protease, a-amilase, (-xilosidase, amiloglucosidase e glucoamilase,
permitindo-lhes degradar celulose, hemicelulose, lignina, amido e proteina em seus
respectivos mondmeros (TROIANO et al., 2020). Além disso, a biomassa gerada pelos
fungos filamentosos podem ser fonte de vitaminas, fibras, proteinas, pigmentos e
enzimas (KARIMI et al., 2021, SOUZA FILHO et al., 2019, TROIANO et al., 2020).

Embora esses microrganismos possam crescer, numa ampla variedade de
substrato e sob condigdes ambientais adversas, as condigcbes de cultivo quando
manipuladas permitem a obtencdo de maiores rendimentos do processo no composto
de interesse (CUNHA, 2012). Além disso, esses organismos sao seres fermentadores,
e assim, a partir da fermentagdo conseguem obter energia a partir de compostos
organicos do meio ambiente (BOURDICHON, et al., 2012). Normalmente, ao final do
processo fermentativo, onde o fungo atinge a fase estacionaria, € observada a
producao de metabdlitos secundarios (TAKAHASHI et al., 2008)

A Neurospora sp, um fungo filamentoso, possui a capacidade de se desenvolver
rapidamente, podendo ser um microrganismo capaz de produzir metabdlitos
secundarios dentre os quais cita-se o0 hexanoato de etila (CARVALHO, 2011;
CARVALHO et al., 2012).

Além disso, este fungo cresce em locais de exposi¢do humana, tais como:
padarias, fabricas de madeiras, campo queimado a base de cana-de-agucar, bagacgo de

cana, nos filtros de lama das refinarias de acgucares, destacando-se que nao existem



relatos de Neurospora sp, como agente causador de doenga ou infecgdo em humanos
(PERKINS e DAVIS, 2000).

Além de ter bom rendimento, para processos biotecnoldgicos € preferivel que o
microrganismo utilizado seja GRAS (geralmente reconhecidos como seguros),
classificagdo na qual a Neurospora esta inserida pelo regulamento da Food and Drug
Administration (FDA). Ndo ha conhecimento sobre metabdlitos secundarios nocivos a
serem produzidos pelas cepas de nenhuma espécie de Neurospora (PERKINS e
DAVIS, 2000).

2.2 Hexanoato de etila

O hexanoato de etila, é um éster com formula molecular
CH;3(CH,),COOCH,CHj, caracteriza-se por ser um liquido incolor com ponto de
ebulicdo a 168°C e forte aroma frutal, com descritores sensoriais de abacaxi, maga,
morango, banana, butia, péra, péssego, floral, vinho e conhaque. Seu limiar de
deteccdo (threshold) é de 1 mg/L, sendo muito utilizado em bebidas alcodlicas,
sorvete, produtos de panificagdo, doces e geleias (CARVALHO et al., 2012).

A produgao de hexanoato de etila por linhagens de Neurospora sp. ja foi e vem
sendo explorada por diferentes pesquisas, destacando-se a produgao através do uso
de residuos agroindustriais, bagagco de cana-de-agucar e malte, para a producio
desse bioaromas (CRESCITELLI et al., 2020; SZABO, et al., 2021; CAMPOS. 2022).

2.3 Aromas e bioaromas
Segundo a Resolugdo n° 12, 17/01/2007 da ANVISA, aromas sao definidos como:

substancias ou misturas de substancias com propriedades odoriferas e
ou/ sapidas, capazes de conferir ou intensificar o aroma e/ou sabor dos
alimentos; e podem ser classificados em naturais ou sintéticos, sendo os
primeiros  obtidos exclusivamente @ mediante = métodos fisicos,
microbioldgicos ou enzimaticos.



Essa definighio vem de encontro a tendéncia de mercado no qual os
consumidores preferem produtos que contenham em sua formulagdo matérias-primas
naturais, em detrimento dos aditivos quimicos, diferenciando esses no mercado
(BERGER, 2015; CAROCHO et al., 2015; CARVALHO, 2011)

A avaliagao sensorial de um produto alimenticio indica que o aroma é um dos
parametros mais poderosos determinando a qualidade e aceitacdo do produto. Essas
moléculas podem ser hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, ésteres ou
lactonas que estdo presentes em baixas concentragbes na composi¢ao de produtos
alimenticios (BICAS et al., 2010)

Atualmente, os aromatizantes, que dao aroma a um produto, estao presentes em
47,1% dos produtos (BARIFOUSE, 2021). Basicamente, existem trés métodos para a
obtencédo de compostos de aroma (AKACHA et al., 2015): sintese quimica, extragao da
natureza e biotecnologia, que incluem biotransformagdes microbianas e enzimaticas.
Sinteses quimicas resultam em rendimentos satisfatérios, entretanto pode ocasionar
alto impacto ambiental além de que em alguns casos podem resultar em mudangas

significativas no aroma desejado.



Quadro 1: Vantagens e desvantagem dos métodos de obtengcdo de aroma por sintese quimica,

extracdo da natureza e via biotecnoldgica.

Método de obtencao Vantagem Desvantagem

Sintese quimica Alto rendimento. Baixa seletividade, mistura

de produtos; Sintético e

artificial.
Extragcao da natureza Boa qualidade sensorial; Baixa concentracgao;
Natural. Influéncia de fatores
ambientais.

Via biotecnoldgica Baixo rendimento

Parametros brandos de
processo; produgao
continua sem influéncia da

sazonalidade; Natural.

Fonte: Adaptado de Bicas et al 2015.

Nesse sentido, os compostos produzidos quimicamente sao rotulados como
"artificiais" ou "idénticos ao natural", diminuindo seu interesse econdmico. Por outro
lado, a producédo biotecnoldgica é uma alternativa atrativa para a produgédo de aromas,
uma vez que ocorre em condigdes leves, ndo gera residuos toxicos e os produtos

obtidos podem ser rotulados como "naturais" (BICAS et al., 2010).
2.3.1 Producgao biotecnolégica de aromas

Os processos biotecnoldgicos sdo capazes de gerar muitos dos compostos

necessarios para a caracterizagao dos aromas, o que muitas vezes na producao de via



sintética ndo é alcangcada ou se mostra economicamente inviavel (CALASANS, 2012).
Além disso, a producdo de bioaromas por meios biotecnolégicos possuem algumas
vantagens, como: alta enantiosseletividade, produgao continua ao decorrer do ano sem
interferéncia da sazonalidade, adogao de parametros de processo menos rigorosos e
condi¢des de processos controlaveis e otimizaveis (BERGER, 2015).

Segundo Berger (1995), a produgdo de aroma através dos processos
biotecnologicos pode ser feita por duas vias: bioprodugéao e
biotransformagao/bioconversdo. A bioprodugdo (também conhecida como sintese de
novo) ocorre por vias fermentativas com o uso de materiais simples como agucares e
aminoacidos, onde a cultura microbiana pode ser melhorada pela otimizacdo das
condigdes de cultivo. Por outro lado, a biotransformagdo é capaz de catalisar a
transformacao do substrato num unico passo, enquanto a bioconversao se desenvolve
em duas ou mais reacdes bioquimicas, que através de sistemas enzimaticos € possivel
ampliar, degradar ou modificar substratos especificos.

Nao obstante, ao desenvolver processos microbiolégicos € importante identificar
cepas que produzem quantidades significativas dos componentes desejados. A
qualidade, bem como as quantidades do aroma produzido, depende principalmente da
composi¢cado do meio de cultura, especialmente das fontes de carbono e nitrogénio
(AKACHA et al., 2015).

Visto isso, €& possivel também incluir a possibilidade de utilizar residuos
agroindustriais na produgéo biotecnolégica, seja para contribuir no crescimento de
biomassa ou até mesmo como substrato no processo fermentativo (BICAS et al., 2010;
CARVALHO, 2011), visto que esses possuem compostos potencialmente interessantes
para a nutricdo desses microrganismos.

Os compostos de aroma, produzidos por microrganismos, resultam
principalmente do metabolismo secundario de microorganismos, visto que estas
substancias ndo s&o essenciais para a sintese celular. Muitas substancias volateis
encontram-se nesta categoria como, por exemplo, ésteres, alcodis, aldeidos, cetonas,
terpenos e lactonas (BERGER, 2015; CARVALHO, 2011).



Os ésteres como acetato de isoamila, acetato de etila e hexanoato de etila sdo
conhecidos por afetarem a qualidade do sabor de bebidas fermentadas e sao altamente

valorizados por seu sabor e perfis de aroma que conferem (PARK et al., 2009).

2.4 Residuos agroindustriais

O agronegocio € um setor produtivo promissor e apresenta expansao no Brasil
(MAPA, 2018), entretanto, gera consequentemente uma alta quantidade de residuos.
Esses residuos agroindustriais, no geral, sdo gerados no processamento de alimentos,
fibras, couro, madeira, produgado de agucar, alcool, entre outros, sendo sua produgéo,
geralmente, sazonal, condicionada a cultura ou oferta da matéria-prima (COSTA FILHO,
2017).

O uso de residuos agroindustriais faz parte do movimento ecolégico vindo de
encontro com a crescente busca dos consumidores por processos ecoldgicos e verdes
em lugar de processos quimicos. Dessa forma, o uso de residuos agroindustriais
renovaveis e ambientalmente sustentaveis como matéria-prima para a produgao de
produtos de base bioldgica ganhou interesse recentemente, além de possibilidade de
ser um substituto barato e natural para a produgdo de varios produtos de alto valor
(SHARMA et al., 2020; DIAZ et al., 2018).

A maioria dos residuos agricolas é de natureza lignocelulosica, sendo uma
grande fracdo composta de carboidratos. Dessa forma podem ser utilizados para o
crescimento microbiano bem como para a obtengdo de produtos de valor agregado,

incluindo biomoléculas industrialmente importantes (NNOLIM et al., 2020).

A industria de alimentos inevitavelmente produz grandes volumes de residuos
agroindustriais, como bagacgo, cascas e peliculas que ainda contém precursores de
sabor. O uso desses residuos como um substrato de fermentacéo visando a producgéao

de aroma de alto valor se torna muito interessante (BERGER, 2015).

O uso de residuos agroindustriais, portanto, pode ser utilizado para varios fins,

como para a producdo de aroma. Um trabalho recente de CAMPOS e CARVALHO



(2022), confirma essa possibilidade de utilizacdo do uso combinado de residuos

agroindustriais para a produg¢ao de hexanoato de etila.

2.4.1 Bagaco de cana-de-agucar

Segundo a CropLife (2020), o Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do
planeta, sendo o estado de Sao Paulo o maior estado produtor, correspondendo a
55% da producdo do pais. A cana-de-agucar vem sendo considerada como uma das
matérias-primas mais importantes da atualidade, pela diversidade de materiais
produzidos, tais como etanol, agucar, energia, cachaga, caldo, rapadura, além de seus
subprodutos (KAWA, 2015).

O bagago de cana-de-agucar, principal residuo dessa industria, € um material
também lignoceluldsico, sendo um dos mais abundantes complexos organicos de
carbono e sao constituidos, principalmente, de trés componentes: -celulose,
hemicelulose e lignina (GEOUVEIA et al., 2009). Nos processos de agucar e alcool,
gera-se residuos como o bagago de cana-de-agucar, cuja média da composi¢cao
quimica é: carbono 39,7 — 49%, oxigénio 40 — 46%, hidrogénio 5,5 — 7,4%; nitrogénio
e cinzas 0,03%, propriedades fisico-quimicas de umidade 50%, fibra 46% e impurezas
minerais 2%; composicdo meédia da fibra do bagaco de celulose 26,6 — 54,3%,
hemicelulose 14,3 — 24,4% e lignina 22,7 — 29,7%, podendo variar de acordo com o
tipo de cana, o tipo de solo, as técnicas de colheita e até o manuseio (SILVA et al.,
2007).

2.4.2 Bagacgo de malte

O setor cervejeiro brasileiro € o mais importante do mercado sul-americano e
um dos maiores do mundo, gerando uma expressiva quantidade de residuos,
principalmente, bagago de malte. Esse tipo de bagago é quantitativamente o principal
subproduto do processo cervejeiro, sendo gerado de 14-20 kg a cada 100 litros de

cerveja produzida. A grande producdo anual de cerveja no pais, em média 14,1



bilhbes de litros, da ideia da enorme quantidade deste subproduto gerada
(CERVBRASIL, 2019).

O bagacgo de malte, € predominantemente fibroso (70% massa seca) e proteico
(15 a 25% massa seca), apresentando também em sua composicgéo lipidios, minerais,
vitaminas, aminoacidos e compostos fendlicos (ALIYU e BALA, 2011; MUSSATO et
al., 2006; ROBERTSON et al., 2010). Sua composig¢ao € diversa, mas normalmente
tem-se 18,8 — 20,6% de celulose, 18,4 — 28,4% de hemicelulose, 9,9 — 27,8% de
lignina, 15,3 — 26,6% de proteinas e de 2,7 — 4,6% de cinzas (QUIN et al., 2018).

2.5 Cromatografia gasosa

Entre os métodos de separacdo, a cromatografia tem grande aplicabilidade em
areas tao diversas como ambiental, farmacéutica, analises clinicas, medicina legal e
outras (PAVUK et al., 2007). Posto isso, a cromatografia gasosa (CG) € uma técnica
que tem por objetivo viabilizar a separagao e quantificagado rapida do maior numero de
constituintes em misturas complexas (PEDROSO et al.,2009). Com um alto poder de
resolugdo, permite analises de varias substancias dentro de uma mesma amostra com
poucas quantidades (GOULART, 2012).

Essa técnica permite separar e quantificar componentes com caracteristicas
fisico-quimicas muito semelhantes, tais como dioxinas e furanos em misturas
complexas (PAVUK et al., 2007) . O limite de detecc¢ao obtido pela cromatografia pode
ser cerca de 100 a 1000 vezes menor que aquele obtido por outros métodos de
separacao (HARVEY et al., 2000) podendo ser aplicada em amostras gasosas, liquidas
ou sélidas, desde que os analitos sejam volateis ou possam ser volatilizados sem sofrer
decomposicgao térmica.

A alta precisdo do equipamento se deve ao aperfeicoamento nos diversos
modulos que compdem o cromatografo, bem como o desenvolvimento de colunas
cromatograficas capilares que aumentaram a eficiéncia na capacidade de resolugao de

picos, possibilidade do uso de vazdes elevadas de gas de arraste e rampas de



aquecimento (PEDROSO et al., 2009). Além de que, a técnica de cromatografia gasosa
foi utilizada em varios estudos para separagdao dos compostos de aromas, com
resultados bem sucedidos (BASTOS et al., 2002; BICAS, et al., 2009; CARVALHO,
2011; LOPES et al., 1999; RODRIGUES et al., 2015).

2.6 Extracao liquido-liquido

Extragdo-liquido-liquido (ou extragao por solvente) refere-se a uma operagéo na
qual dois componentes de uma mistura liquida s&o separados pelo contato com um
solvente insoluvel o qual dissolvera preferencialmente um ou mais componentes. Nesse

procedimento a fase de maior densidade fica embaixo (RODRIGUES, 2015).

3 ANALISE DOS RESULTADOS

3.1 Manutenc¢ao da linhagem de Neurospora sitophila n°® CCT 5055

Em relagdo a manutenc¢ao da linhagem, foi observado um bom crescimento da
Neurospora sitophila durante os meses, como mostra a figura 1, o que é satisfatério

para que a mesma seja mantida.

Figura 1 — Neurospora sitophila n°® CCT 5055 repicada em meio PDA.
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Fonte: Autoria propria, 2022.



3.2 Producgao do hexanoato de etila.

Para a producdo do hexanoato de etila, o meio contendo os residuos

agroindustriais passou pelo processo de fermentagao.

Esse fendbmeno acontece a partir do momento em que o preparo do indculo se
encerra e a inoculagdo da biomassa de Neurospora é feita, conforme mostra a figura 2.
Essa transicdo da Neurospora em meio sélido PDA (ainda com crescimento em forma
de esporos) para o meio liquido YM (crescimento em forma de biomassa) € de suma
importancia ndo s6 para a adaptagcdo desse fungo filamentoso no meio com os
residuos, mas também para uma melhor identificagdo e padronizagéo de quantidade de

biomassa, ou seja, é possivel fazer a pesagem de uma maneira mais exata.

A partir desse momento, no meio com os residuos, a Neurospora utiliza os
compostos presentes tanto nos residuos de bagagco de malte o qual possui: maltose,
celulose, hemicelulose, vitaminas, aminoacidos, lipidios, fésforo, potassio, calcio,
magnésio, enxofre, ferro, cobre, boro, manganés, zinco, amoniaco e carbono organico
(CARVALHO, 2011), bem como no bagago-de-cana, que apresenta em sua composi¢ao
lignina, celulose, hemicelulose, hidrogénio, nitrogénio, carbono e minerais, para a
formagao de ésteres e dentre eles o hexanoato de etila. A figura 3 mostra 0 meio com

as concentragdes de residuos agroindustriais.



Figura 2 — Biomassa de Neurospora sitophila a ser inoculada no meio com os residuos

agroindustriais.

Fonte: Autoria propria, 2022.

Figura 3 — Meio com os residuos agroindustriais antes da inoculagao.

Fonte: Autoria propria, 2022.

3.3 Identificagdo do hexanoato de etila na combinagao dos residuos

agroindustriais com 6leo de soja.

A identificagdo do analito de interesse foi feita apds o processo de extragao de

liquido-liquido (figura 4) e a injecdo dessas amostras no CG, para que a partir disso, os



cromatogramas fossem gerados posteriormente as corridas cromatograficas, tornando
possivel a identificagdo. Essa identificagao foi realizada utilizando a comparagao do
tempo de retengao entre o pico alvo do padréo analitico e do pico de hexanoato de etila

juntamente com a execucédo da fortificagdo das amostras.

O tempo de retencédo na cromatografia € o tempo necessario da substancia eluir
a coluna, apds a injecdo. A descoberta do tempo de retengdo, para utilizagcdo na
comparacgao, foi obtida durante o processo, sendo os TR dos padrdes utilizados, em
torno de 13,448 a 13,473 minutos para o hexanoato de etila e em torno de 11,733 a
11,155 para o padrdo interno. A variagao presente nos tempos de retengao se deve a
injecdo das amostras serem feitas de forma manual. A partir do TR do padrao de
hexanoato de etila, observou-se nas amostras fermentadas se havia pico em torno

deste, como mostra a figura 5, onde o pico de hexanoato de etila esta destacado.

Além disso, como denotado, a fim de procurar outra ferramenta de confirmagao
de que o pico encontrado era do hexanoato de etila, foi utilizada a fortificacdo das
amostras a fim de se observar o aumento da area nesse pico. E evidente na figura 5
pela comparacao dos tamanhos dos picos no TR do analito de interesse, 0 aumento do

mesmo apos a fortificagao ser feita.

Figura 4 — Processo de extragao liquido liquido
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Fonte: Autoria prépria, 2022.

Figura 5 — Cromatograma obtido de uma amostra fermentada a 30°C sob agitacdo de 200 rpm
por 72 horas.

Fonte: Autoria propria, 2022.

Figura 6 — Comparacao de cromatogramas gerados sem e com fortificagdo da amostra.

Fonte: Autoria propria, 2022.

Nao obstante, outra forma de verificar que o hexanoato de etila produzido foi
proveniente da fermentagdo dos residuos pela linhagem estudada, foi realizando o
branco durante o processo de fermentagdo, ou seja, em um erlenmeyer ndo houve a
inoculagdo da biomassa de Neurospora sitophila. Na Figura 7 é possivel observar a

auséncia do pico no tempo de retencdo do hexanoato de etila nesse tratamento,



tornando-se possivel afirmar que nao houve a producao de hexanoato de etila em meio

sem a presenca de linhagem de Neurospora sitophila.

Figura 7 — Cromatograma obtido do branco da amostra mantida a 30°C sob agitagao de 200

rpm por 72 horas.
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Fonte: Autoria propria, 2022.

3.4 Quantificagcao do hexanoato de etila

3.4.1 Curva de calibragao

No processo de quantificagdo do analito de interesse, foi feita a construcdo de
uma curva analitica, mostrada na figura 8, que segundo Harris, D. C. (2009),
obtendo-se a faixa linear presente nesta curva, €& possivel identificar uma
proporcionalidade entre uma resposta (area) e a concentragdo de analito, admitindo-se

que quanto maior a area, maior a concentragao do composto alvo.



Figura 8 — Curva de calibracdo construida com concentracbes de hexanoato de etila

conhecidas para quantificagdo do bioaroma de interesse.
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Fonte: Autoria prépria, 2022.

3.4.2 Avaliagao do melhor tempo de produgao

A partir da curva de calibragado construida, todas as quantificagdes foram feitas,

tornando possivel a analise do melhor tempo de produgdo. Posto isso, as

concentragdes das amostras extraidas a cada 24 horas por um periodo de 144 horas

s&o mostradas na figura 9. E possivel observar o ponto maximo da curva com 48 horas

de fermentacgao.



Figura 9 — Cinética da produgcado de hexanoato de etila por 144 horas de fermentacédo a 30°C e

200 rpm de agitacéo.
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Fonte: Autoria propria, 2022.

4 CONCLUSAO

Portanto, posto o objetivo de produzir hexanoato de etila e nesse processo
avaliar o tempo de maior produgdo de hexanoato de etila por Neurospora sitophila n°
CTT 5055 tendo o uso combinado de residuos agroindustriais como meio de cultivo em
144 horas de fermentagéo, a uma temperatura de 30°C sob uma agitagdo de 200 rpm,
foi possivel concluir que se obteve a maior concentragao, sendo ela de 39,24 mg/L de

hexanoato de etila, em 48 horas de fermentagao.
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