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RESUMO: Neste trabalho, duas diferentes cepas de Ceratocystis fimbriata foram testadas para a
producéo de aromas frutais em fermentacéo no estado sdlido (FES), utilizando como substratos casca e
polpa de café, suplementados com glicose. Os experimentos foram realizados em frascos erlenmeyer de
250 mL. As condigdes experimentais foram: umidade inicial de 70%, adi¢cdo de 20% de glicose e pH 6,0.
Os frascos foram cobertos com gaze e a aeracdo ocorreu por difusdo passiva. A andlise do “headspace” da
cultura foi feita por cromatografia gasosa e 12 compostos foram produzidos utilizando a casca de café. A
andlise respirométrica foi redlizada para 0 acompanhamento do crescimento do microrganismo, pela
determinacdo do dioxido de carbono produzido. A producdo de ésteres caracterizou o aroma frutal da
cultura. A concentragdo méaxima de voléteis totais foi acancada apds 72 horas de cultivo em casca de café
(28 mmol.L™.g™h). Os principais compostos produzidos foram acetato de etila, etanol e acetaldeido,

representando 84,7, 7,6 e 2,0% dos voléteis totais, respectivamente.
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PRODUCTION OF AROMA BY Ceratocystis fimbriata ON SEMI - SOLID STATE
FERMENTATION USING RESIDUES FROM COFFEE AGROINDUSTRY AS SUBSTRATES.

ABSTRACT: The ahility of two different strains of C. fimbriata for production of fruity aroma in solid
state fermentation (SSF) was tested on coffee pulp and coffee husk complemented with glucose as
substrates. Experiments were carried out in 250 mL Erlenmeyer flasks. Experimental conditions were:
70% of initial water content, 20% of glucose addition and pH 6.0. Aeration was made by passive diffusion
through the gauze covering the flasks. Headspace analysis of the culture by gas chromatography (GC)
showed that 12 compounds were produced with coffee husk. Esters production characterized the fruity

1580




I Simpdsio de Pesguisa dos Cafés do Brasil

aroma of the culture. Maximum total volatiles (TV) concentration was reached after 72 h with coffee husk
as substrate (28 mmol.L™.g%). Ethyl acetate, ethanol and acetaldehyde were the major compounds
produced, representing 84.7%, 7.6% and 2.0% of TV, respectively. A pre-treatment with heat (100 °C/ 40
min) of substrates did not improve TV production.—Respirometry analysis was used to determine the
growth of the culture by measuring carbon dioxide produced. Results showed that the CO, production
followsthe TV production.

Key words: Ceratocystis fimbriata, coffee residues, solid-state fermentation, aroma.

INTRODUCAO

Os residuos tropicais agroindustriais, como casca e polpa de café, bagaco de mandioca e de cana-
de-aclcar, sGo gerados em grandes quantidades durante o processamento e sua disposicdo causa Serios
problemas ambientais. O aproveitamento desses residuos como substrato (fonte de carbono) vem sendo
estudado para a producdo de vérios metabdlitos de origem biotecnolégica de interesse industria [1]. A
fermentagdo no estado solido (FES) tem sido usada para a produgdo de aromas por leveduras e fungos,
como Neurospora sp. [2], Kluyveromyces marxianus [3], Trichoderma viride [4], utilizando como
substratos arroz pré-gelatinizado, bagaco de mandioca e &gar, respectivamente. A producdo intensa de
aromeas frutais por Ceratocystis fimbriata em FES em farelo de trigo, bagaco de mandioca e de cana-de-
acucar foi explorada por Christen et a. [5]. Bramorski et a. [6] estudaram a producdo de voléteis por
Ceratocystis fimbriata em residuos agroindustriais.

O objetivo deste trabalho foi a producdo de aromas com caracteristicas frutais por Ceratocystis

fimbriata em fermentacdo no estado sdlido, utilizando como substratos casca e polpa de café.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo e preparo do indculo: Duas cepas de Ceratocystis fimbriata (CBS 374.83; CBS 146.53)
foram usadas neste estudo. Os microrganismos foram mantidos em PDA (potato dextrose agar) e mantidos
sob refrigeracéo a 4°C. Preparou-se uma suspensdo de esporos a partir do cultivo do microrganismo em
frascos erlenmeyer de 250 ml, durante cinco dias a 30 °C. Os esporos foram coletados com &gua destilada

estéril contendo gotas de Tween 80.
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Preparo dos substratos: Os residuos de café foram secos em estufa com circulagdo de ar a 60° C por 24
horas. Os substratos secos foram moidos e classificados granulometricamente entre 0,82 e 2,0 mm. De
acordo com Soares et a. [7] e com o objetivo de se obter um substrato mais adequado para producéo de
aromas pelo microrganismo, realizou-se um pré-tratamento térmico a 100 °C durante 40 minutos. Os
compostos inibitorios presentes na casca € na polpa de café foram, provavelmente, eliminados no
tratamento térmico.

Fermentacdo: A FES foi redlizada em frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 15 g de substrato
suplementado com 20% de glicose. Apds o guste do pH em 6,0 e aumidade inicia em 70%, os substratos
forma esterilizados a 121° C por 15 min e inoculados com 1x 10’ esporos/ g de matéria seca inicial. Os
frascos foram incubados a 30 °C. Todos os experimentos foram feitos em duplicatas.

Analises: Os compostos aromaticos produzidos no “headspace’ do frasco de cultivo foram analisados em
cromatégrafo de gés HP 6890 GC, equipado com detector de ionizagdo de chama a 230°C. As condi¢des
operacionais foram: coluna capilar HP- 5 com 30 x 0,32 mm, programagao de temperatura do forno de
40°C a 150°C a uma taxa de 20°C/min e temperatura do injetor de 230° C. Os compostos voléteis totais e
individuais foram expressos em nmol por litro de “headspace’, em equivalente de etanol. Os compostos
foram identificados por comparacdo de tempos de retengdo com compostos-padrfes. A andlise do
“headspace” das culturas por cromatografia gasosa utilizando-se equipamento com detector de
condutividade térmica foi utilizada para quantificar a taxa de consumo de oxigénio e de dioxido de
carbono produzido. A quantificagdo desses compostos é freqlientemente utilizada para uma estimativa
indireta da biomassa, sendo importantes parametros para o escalonamento de processos de FES [§].

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos por Soares et a.[7], as melhores condic¢des para maximizar a
producdo de volateis produzidos por C. fimbriata em casca de café foram: pH 6,0, 70% de umidade
inicial, 30°C, taxa de indculo de 1x10” esporos/g de matéria seca e 20% de adicdo de glicose. As mesmas
condi¢des foram aplicadas aos experimentos com polpa de café.
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Producéo de Volateis Totais

Na Figura 1, a concentragdo de maxima de volateis totais foi alcancada em 48 horas com
Ceratocystis fimbriata CBS 374.83 cultivado em casca de café sem tratamento térmico. O pré-tratamento
térmico (100 °C/ 40 min) dos substratos ndo influenciou a producdo de volateis. Treze compostos foram
produzidos em ambos os substratos. Acetato de etila, etanol e acetaldeido foram os principais compostos
produzidos. Os demais compostos incluem: propionato de etila e acetato de propila, isobutirato de etila ,
acetato de butila. Quatro compostos néo foram identificados. A Tabela 1 mostra a porcentagem individual
maxima de cada composto produzido por Ceratocystis fimbriata CBS 374.83 nos diferentes substratos,
acumulados no “headspace” do frasco de cultura. Os experimentos com Ceratocystis fimbriata CBS
146.53 (Figura 2) apresentaram menor producdo de voléteis, quando comparados com C. fimbriata CBS
374.83, mostrando diferencas na sintese de compostos voléteis por estas cepas. A cultura de Ceratocystis
fimbriata CBS 146.53 em casca de café apresentou maior fase “lag” que a observada para a outra cepa. A
polpa de café e a polpa tratada termicamente ndo apresentaram bons resultados quanto a producéo de
voléeis.

A caracterigtica frutal dos aromas produzidos pela cultura foi atribuida aos ésteres. Acredita-se que
a concentracdo de voléteis no “headspace’” da cultura sgja afetada por muitos fatores, principalmente a
natureza e a concentragdo do meio de fermentacdo da pressio de vapor dos componentes.
Anélise Respirométrica

A maxima atividade respirométrica, representada pelo CO, produzido e oxigénio consumido
(Figura 3), foi observada em 48 horas de fermentagdo. A concentragdo méxima de volateis totais foi
detectada a partir de 48 horas. Os resultados mostram que a producdo de volateis foi dependente do
crescimento do microrganismo. O microrganismo utilizou a fonte de carbono e oxigénio para seu
crescimento, e a méxima producdo de voléeis ocorreu imediatamente antes ou apds 0 maximo
crescimento de biomassa. Oxigénio e substrato foram utilizados pelo fungo ndo somente na produgdo de
biomassa e CO,, mas na producdo de metabdlitos (compostos voléteis). Apos 48 horas de fermentacdo, a
producdo de CO, diminuiu. Bramorski et a. [6], utilizando a producdo de CO, como indicador do
crescimento, também observaram correlagdo entre o crescimento de C. fimbriata em diferentes meios e a
producdo de compostos voléteis, mostrando que a méaxima producdo de voléateis sempre ocorria algumas
horas ou ap6s a méxima atividade respirométrica.
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Figura 1 - Evolucdo de compostos volae's totais para experimentos com CBS 374.83 em diferentes
substratos.
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Figura 2 - Evolugdo de compostos voléteis totais para experimentos com CBS 146.53 em diferentes

substratos.
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Tabela 1 - Producdo de compostos volateis por Ceratocystis fimbriata CBS 374.83 em diferentes

substratos. Valores representados em porcentagem de volateis totais

W Cascade café Cascade café Polpa de café Polpa de café
Composto tratada tratada
Acetaldeido 2,0 0,6 2,1 0,6
Etanol 7,6 1,9 20,0 2,0
A 0,3 0,6 1,4 1,8
B 0,3 0,5 0,2 2,0
Acetato de etila 84,7 92,9 69,6 75,8
Propionato de 1,6 1,1 0,8 1,0
etila
Acetato de 0,4 0,2 0,6 0,2
propila
Acetato de 0,8 0,9 0,5 0,8
isobutila
Isobutirato  de 0,8 0,8 0,6 0,7
etila
Butirato de etila 0,4 0,5 0,3 0,4
C 0,3 0 0 0
D 0,8 0 3,9 14,7
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Figura 3 - Producdo de dioxido de carbono (%) e oxigénio consumido (%) por Ceratocystis fimbriata
CBS 374.83 cultivado em casca de café.
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CONCLUSOES

A casca de café foi considerada um substrato adequado a producéo de aromas por C. fimbriata. A
andlise do “headspace’ dos frascos de cultura por cromatografia gasosa detectou 12 compostos. Os
compostos predominantes foram acetato de etila, etanol e acetaldeido. Nao foi observada nenhuma
influéncia do tratamento térmico dos substratos em relagdo a producdo de aromas. Foi observada
correlacdo entre o crescimento do microrganismo e a producéo de voléteis’.
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