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Sommario

Gli aromi sono molto importanti nell’industria alimentare in quanto conferiscono
particolari odori e sapori agli alimenti. L’estrazione delle molecole che conferiscono
I’aroma dalle piante ¢ problematica in quanto presenta, oltre a costi elevati e una bassa resa
di estrazione, una vasta variabilita naturale delle molecole stesse. L’industria agro-
alimentare negli anni ha percido studiato e sviluppato dei metodi di sintesi chimica,
microbiologica ed enzimatica di tali composti aromatici ponendo particolare attenzione al
recupero ¢ al riutilizzo, come substrati di partenza per ricavare tali sostanze, delle materie
di scarto. Particolare attenzione sara posta sui composti aromatici del caffé e sul riutilizzo
degli scarti provenienti da tali industrie di lavorazione, come substrato per la produzione

microbiologica di aromi fruttati.



1. L’aroma

L’aroma ¢ composto da un grande numero di molecole diverse presenti in basse
concentrazioni negli alimenti, ¢ importante, per un chimico, riuscire a riconoscere quali
sono queste molecole e in che concentrazioni esse sono presenti. L’aroma nei cibi ¢ formato
dall’insieme del gusto e dell’odore, in particolare 1’odore, indispensabile nella percezione
complessiva, ¢ composto da molecole a basso peso molecolare e volatili. L’odore di un
alimento ¢ un parametro molto importante in quanto conferisce sia caratteristiche
organolettiche sia fornisce dei segnali di allerta che permettono di riconoscere quando un
cibo ¢ rancido o avariato. Per la determinazione sperimentale delle molecole costituenti
I’aroma non ¢ possibile utilizzare una tecnica analitica unica. Molto importante ¢ sfruttare
la capacita del naso stesso nel riconoscere gli odori, infatti, sono presenti degli
sperimentatori olfattivi cioe dei gruppi di persone che possiedono un naso fine ed allenato
in grado di riconoscere una grande vastita di odori ed inoltre, negli anni, sono stati
sviluppati dei nasi elettronici capaci di riconoscere le molecole piu semplici. La tecnica
analitica riconosciuta “essenziale nella determinazione di quali composti aromatici
probabilmente contribuiscono all’aroma dei cibi” [ ¢ la gas-cromatografia olfattometria la
quale, a seguito dell’estrazione dei composti aromatici dall’alimento in esame, li separa
tramite gas cromatografia e 1i analizza individualmente in modo da determinarne
I’intensita. Alcuni parametri importanti per quando riguarda la classificazione degli aromi
sono ADEA (4Aroma Extract Diluition Analysis) che consente la determinazione del
composto aromatico che contribuisce maggiormente all’aroma nell’alimento, FD (Flavor
Diluition Factor) che rappresenta il numero di possibili diluizioni dell’estratto iniziale oltre
le quali I’aroma viene perso e la soglia olfattiva che viene definita come la concentrazione

alla qual si riesce a percepire il primo stimolo [,

1.1 Struttura dell’odore

I composti volatili che costituiscono ’aroma, principalmente inteso come odore, sono
diversi e in particolare sono composti organici contenenti carbonio, ossigeno e idrogeno.

Una panoramica di queste molecole vede principalmente:

= Aldeidi: molecole molto comuni, presentano un basso limite di soglia olfattiva e
possono presentare una catena laterale sia ramificata che lineare. Alcuni esempi sono
rilevanti sono 1’acetaldeide, CHsCHO, la quale ¢ responsabile principalmente del

profumo di fruttato, il 2-metilbutanale e il 3-metilbutanale (CsH100), sono presenti in
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diversi substrati sia cotti che crudi e sono importanti per 1’odore del malto e del
cioccolato. Le aldeidi con catena laterale C6 sono considerate tipicamente “verdi”, ad
esempio, si ¢ notato che, la quantita di esanale nelle pesche nettarine tende a diminuire
man mano che il frutto matura nella pianta. Inoltre, si nota, osservando I’andamento del
parametro AEDA, che 1’esanale ¢ il composto con fattore di diluizione maggiore,
rispetto ai fattori di diluzione delle altre molecole aromatiche presenti nel campione
analizzato, nei pomodori, nel melograno, nelle arance, nelle mele ed in molti altri tipi
di frutta e verdura. Quando il numero di carboni presenti nella catena laterale delle
aldeidi tende ad aumentare, esse assumono un carattere aromatico duale con note
fruttate-floreali. Le aldeidi a catena laterale lunga sono considerate dei derivati lipidici
e sono percio molto presenti in carne, pesce ed alimenti fritti. Le aldeidi possono anche
essere insature ed esistono entrambi gli isomeri (E e Z), esse tendono ad avere una
soglia olfattiva piu bassa delle corrispondenti lineari, in particolare quelle doppiamente
insature sono importanti negli aromi associati ai cibi fritti. Le aldeidi contenenti degli
anelli aromatici sono responsabili di aromi come cannella, ciliegia, mandorla, miele,
rosa e vanillina. Le aldeidi tendono a reagire rapidamente con solventi alcolici per
formare acetali, la reazione ¢ reversibile e tipicamente avviene a temperatura ambiente.
Gli acetali sono quindi abbondanti nelle bevande alcoliche e il loro aroma ¢ simile a
quello dell’aldeide di partenza ma meno intenso [,

Alcoli: sono molto presenti nei cibi e nelle bevande ma il loro contributo al profilo
aromatico dell’alimento ¢ molto meno importante rispetto a quello delle aldeidi sopra
citato. La frutta abbonda di alcoli a catena lineare che solitamente aumentano
all’aumentare della maturazione della frutta stessa !/,

Chetoni: metilchetoni a catena lineare con un gruppo carbonilico in posizione 2
impartiscono 1’aroma sia della pera sia del gorgonzola, mentre il gruppo carbonilico in
posizione 3 ¢ responsabile dell’aroma associato ai funghi ed alla terra. Sono molto
importanti i chetoni carotenoidi-derivati come il B-ionone e il B-damascenone, entrambi
responsabili nel fornire note legnose ai peperoni rossi e alle carote [!],

Esteri: sono fondamentali nell’aroma di molti frutti come melone, mele, ananas e
fragole. L’estere maggiormente presente ¢ I’etilacetato, C4HgO», presente in molti frutti
maturi. Alcuni esteri sono caratteristici di frutti specifici come ’esanoato di allile,
CoHi160:, tipico dell’ananas. Gli esteri contribuiscono anche ad aromi presenti nel

prosciutto crudo e in diversi formaggi .


https://www.merckmillipore.com/IT/it/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_formula_hill_value%3DC%25E2%2582%2589H%25E2%2582%2581%25E2%2582%2586O%25E2%2582%2582

= Lattoni: sono esteri ciclici che producono aromi a partire dai corrispondenti
idrossiacidi. I lattoni formati da un anello furanico tendono a fornire aromi pescati e
questo consenti di ritrovarli in molti alimenti dai sapori tropicali [/,

= Acidi carbossilici: gli acidi carbossilici con catena laterale corta formano tipicamente
composti dall’aroma pungente e sono presenti in diversi alimenti per fornire note
specifiche associati all’aceto balsamico ed al formaggio [!].

= Terpeni, terpenoidi e sesquiterpeni: sono i componenti principali degli oli essenziali e
sono responsabili del profilo aromatico di diversi frutti, erbe e spezie. Sono sintetizzati
a partire all’isoprene (CsHsg) e possono essere lineari, ciclici o policiclici; quelli
responsabili dell’aroma contengono tipicamente due o tre unita isopreniche. I terpeni
ossigenati formano i terpenoidi che forniscono aromi delicati di limone, rosa e violetta

abbondanti in erbe, spezie e frutti [/,

Sono presenti poi composti derivati contenenti zolfo, azoto e ossigeno che conferiscono

particolari odori agli alimenti.

1.2 Gas Cromatografia-Olfattometria

La gas-cromatografia olfattometria (GC-O) ¢ una tecnica analitica molto importante e
fortemente utilizzata nel campo della chimica degli alimenti in quanto permette di ottenere
un profilo delle molecole responsabili della formazione dell’odore nei vari campioni
analizzati. Tale rivelazione ¢ possibile in quanto I’apparato di misura utilizza due rivelatori,
uno classico per gas-cromatografia e I’altro costituito dal naso umano. Il gas-cromatografo
¢ fornito di un rivelatore non distruttivo TCD e presenta un’uscita collegata ad un tubo, la
quale ¢ necessaria all’operatore per annusare e rilevare la composizione aromatica del
campione. L’addetto a svolgere tale operazione inserira il proprio naso in una struttura

isolata dall’ambiente esterno in modo da non compromettere 1 risultati.

Un passaggio cruciale per questa procedura ¢ la preparazione del campione che puo variare
a seconda del substrato di partenza: le tecniche maggiormente utilizzate a tale scopo sono
I’estrazione con solvente, la distillazione o la simultanea estrazione-distillazione. La
problematica principale di tale procedura consiste nella possibile denaturazione delle specie
durante la fase di preparazione ma ¢ possibile escludere questo ostacolo lavorando con un

sistema di estrazione e distillazione sottovuoto. [?!

Durante 1’evoluzione di questo metodo analitico, la gas cromatografia-olfattometria ¢ stata

molto utilizzata in associazione con metodi olfattometrici 1 quali permettono di raccogliere
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1 dati relativi al contributo di ogni singolo composto aromatico all’aroma totale del

campione. Questi metodi sono classificati in quattro categorie:

Metodi della diluizione, i quali consistono in successive diluizioni, a fattori di diluzione
costante, dell’aroma estratto fino a quando il naso dell’operatore non lo rileva piu. 1l
cromatogramma ottenuto, anche chiamato aromagramma, viene poi analizzato secondo
due possibili vie che sono CHARM (Combined Hedonic Response Measurement) in
cui I’altezza di ogni picco corrisponde al fattore di diluizione ed esprime un’intensita
di odore, mentre I’area di ogni picco corrisponde alla durata e ADEA (Aroma Extract
Diluition Analysis) in cui 1’altezza di ogni picco corrisponde al fattore di diluizione,
indice della potenza di odore.[?/l*]

Metodi di tempo-intensita come OSME (Odour Specific Magnitude Estimation), i quali
si basano sulla registrazione dell’intensita come una funzione del tempo tramite un
dispositivo che permette a chi odora di segnare sia I’intensita sia la durata dell’aroma
percepito.l2I3]

Metodi della frequenza in cui utilizzando un panel, gruppo di persone formato da 8-10
annusatori, si riporta la “frequenza di citazione di ogni zona odorosa rilevata durante

» B tali dati vengono riportati in un aromagramma in cui

I’eluizione del campione
I’altezza di picchi viene definita NIF (Nasal Impact Frequency) mentre ’area viene
definita SNIF (Surfaces of Nasal Impact Frequency).”)

Metodi dell’intensita in cui viene misurata I’intensita di un componente aromatico e poi

posizionato in una scala adeguata.!’

I panel sono costituiti da un numero diverso di persone istruite per svolgere tali analisi

olfattive, dato che i risultati sono soggettivi, in quanto la percezione umana degli odori

varia da individuo a individuo, sono presenti delle scale e dei parametri standard necessari

ad uniformare 1 risultati.



2. L’aroma nel caffe

Un esempio interessante della presenza di molecole fortemente aromatiche ¢ il caffe. Il
caffe ¢ una delle merci e delle bevande piu importati a livello mondiale, nasce da una pianta
tropicale che cresce a tra 1 600 ¢ 1 1800 m slm. Le due principali varieta sono denominate
Coffea Arabica e Coffea robusta delle quali si possono osservare due chicchi messi a
confronto in figura 1. La pianta di caffé produce frutti molto simili a ciliegie (figura 2
[61), esternamente rossi ed internamente contenenti due semi detti, previa tostatura, caffé
verde. La pellicola gialla che ricopre i semi ¢ detta buccia o coffee husk mentre lo strato
esterno rosso ¢ detto pelle o skin. Quando 1 chicchi vengono sottoposti al processo di
tostatura sviluppano, a seguito di tale procedura, il colore e I’aroma corretto che assume
poi anche la bevanda. Prima di tale passaggio le “ciliegie” contenenti il chicco vengono
processate industrialmente come ¢ possibile osservare in Tabella 1 la quale riporta
sinteticamente i vari passaggi del processo. E possibile utilizzare sia un meccanismo di
lavorazione a secco sia uno umido e, a seconda del metodo utilizzato, come sottoprodotto

del processo si otterra la buccia (coffee husk) oppure la polpa con composizioni tra loro

differenti !,

Arabica

Robusta

Figura 1. Varianti di caffe

Figura 2. Anatomia frutto di caffeé
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Tabella 1. Passaggi lavorazione frutti di caffé !”

I costituenti principali di polpa e buccia di caffé sono [):

= caffeina che ¢ presente in concentrazione di 1.3% in peso secco ed ¢ il principale
composto che causa I’effetto stimolante del caffg;

= tannini che sono considerati un composto con caratteristiche “anti-nutrizionali” e questi
sono 1 responsabili del fatto che gli scarti di lavorazione del caffé non possano essere
utilizzati in quantita elevate in prodotti come mangimi. Il contenuto di questi composti
varia in base al tipo e al luogo di coltivazione delle piante di caffe;

= pectina;

= composti fenolici presenti nella polpa, tra 1 quali si trovano ’acido clorogenico come

costituente principale ed altri acidi secondari.

L’aroma del caffe¢ ¢ formato da una miscela di composti volatili mentre i composti non-
volatili sono responsabili dell’acidita, dell’amarezza e dell’astringenza dello stesso. Il
processo di tostatura dei chicchi del caffé ¢ una fase molto importante e delicata per

I’ottenimento di un buon prodotto aromatico ed € costituito principalmente da tre passaggi:
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nella fase iniziale si essicca il chicco in modo da eliminare I’umidita presente, nella seconda
fase (temperature comprese tra 190 °C e 210 °C) avviene un elevato numero di reazioni
pirolitiche a seguito delle quali viene rilasciata un’alta quantita di diossido di carbonio e si
vengono a formare molte sostanze associate all’odore e al gusto dello stesso. In questa fase,
inoltre, 1 chicchi si imbruniscono. Nell’ultima parte del processo si effettua un rapido
raffreddamento in modo da interrompere le operazioni di tostatura. Il colore finale assunto
dai chicchi ¢ strettamente correlato con la temperatura utilizzata durante i processi di
tostatura, in particolare, piu alta ¢ la temperatura, piu scuro sara il caffe ottenuto. Il tempo
di tostatura influenza invece I’aroma del caffe, maggiore ¢ il tempo, piu il caffeé ottenuto
sara amaro mentre tempi molto brevi non permettono il completamento di tutte le reazioni

pirolitiche, percid, il caffé risultante avra caratteristiche organolettiche sottosviluppate .

A seguito del processo di tostatura dei chicchi di caffé¢ vengono a svilupparsi alcune
componenti importanti per la formazione del gusto, dell’odore e del colore del caffe. Tra le
sostanze non volatili principali, gia presenti nei chicchi di caffe, troviamo la caffeina (figura
3), trigonellina (figura 4) e due suoi derivati ovvero acido nicotinico (figura 5) e N-
metilnicotinamide (figura 6), proteine e peptidi che non reagiscono tramite reazione di
Maillard, polisaccaridi, melanoidine, acidi carbossilici, acidi clorogenici, lipidi, minerali e

metalli in tracce [,

O
8]
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| CH
Figura 3. Caffeina Figura 4. Trigonellina
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Figura 5. Acido nicotinidico Figura 6. N-metilnicotinamide

I componenti volatili, invece, sono i responsabili della formazione dell’aroma del caffe e
in particolare vengono prodotti a seguito di reazioni importanti che avvengono nel chicco

grazie alle elevate temperature raggiunte in fase di tostatura, tra le quali troviamo ):

= Reazione di Maillard: la reazione avviene tra gruppi carbonilici degli zuccheri riducenti
e 1 gruppi amminici delle proteine ad alte temperature (T > 140 °C) e con basse
concentrazioni di acqua quindi con reagenti molto concentrati. La reazione si articola
in tre fasi in cui all’inizio non si sviluppa né colore né aroma, nella fase intermedia si
formano intermedi di reazione a basso peso molecolare che forniscono una debole
colorazione ed una grande quantitd di aroma mentre nella fase finale, gli intermedi
polimerizzano per formare sostanze colorate.

= Degradazione di Strecker a seguito della quale si formano aldeidi di Strecker che sono
composti fortemente aromatici.

= Degradazione di amminoacidi contenenti zolfo, di idrossi-amminoacidi, di prolina e
idrossiprolina prodotti, che possono reagire con gli intermedi di Maillard generando
specie quali piridine e pirroli.

= Degradazione di trigonellina e dell’acido chinico (figura 7) a formare piridine, pirroli e

fenoli.

How

Figura 7. Acido chinico



= Degradazione di pigmenti e, in quantita minore, di lipidi.

Utilizzando la gas-cromatografia olfattometria (GC-O), tecnica che permette la

determinazione delle sostanze chimiche responsabili dell’aroma del caffé¢ annusando

direttamente 1’eluente cromatografico, ¢ stato possibile, per diversi studiosi, individuare i

composti aromatici principali del caffé (Tabella 2 /) e in questo modo ¢ stato possibile

sintetizzare una miscela artificiale che rappresenta un modello con lo stesso profilo

aromatico del caffe. Sebbene siano stati individuati piu di 900 composti volatili, solo 30 di

questi sono importanti per la determinazione dell’aroma nel caffe.

Compound

Odour description

(E)-2-Nonenal
( E)-f-Damascenone
2.3-Butanedione
2.3-Diethyl-5-methylpyrazine
2. 3-Pentanedione
2.4 5-Trimethylthiazole
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazine
2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-
3(2H-furanone
2-Furanmethanethiol
2-Furfurylthiol
2-Isopropyl-3-methoxypyrazine
2-Methoxy-3-(2-
methylpropyl)pyrazines
2-Methoxyphenol
2-Methyl-3-furanthiol
2-Methylbutanal
3-{Methylthio}propanal
3-Hydroxy-4.5-dimethyl-2(5H})-
furanone
{sotolone)
3-Mercapto-3-methylbutyl
formate

Tabella 2. Principali molecole responsabili dell'aroma del caffe e relativa descrizione del profilo

Buttery. oily

Sweet, fruity

Buttery, creamy
MNutty, roasted
Buttery, oily
Chemical, plastic-like
Nutty, roasted

Sweet, caramel

Smoked, roasted
Roasted

Green, herbaceous
Green, earthy

Phenolic

Nutty, roasted
Buttery, oily

Soy sauce-like
Cotton-candy, spicy

Blackcurrant, catty, roast

3-Methoxy-2-isobutylpyrazine
3-Methyl-2-butene- I -thiol
3-Methylbutanal
3-Methylbutyric acid
4-Ethenyl-2-methoxyphenol
4-Ethylguaiacol
4-Hydroxy-2.5-dimethyl-3(2H)-
furanone
4-Vinylgumacol
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-
2(5H)-furanone
(abhexon)
6,7-Dihydro-5methyl-3H-
cyclopentapyrazine
DMHF

Guaiacol
Methional
Vanillin
Methanethiol

3.5-Dimethyl-2-ethylpyrazine
2-Ethyl-3.5-dimethylpyrazine

Green

Smoked, roasted
Buttery, oily
Acidic

Phenolic

Spicy

Sweet, caramel

Spicy. eugenol-like
Sweet, spicy

Nutty, roasted

Sweel, caramel, fruity,
strawberry-like

Spicy, harsh, carthy
Boiled potato-like
Sweet, vanilla-like
Sulphurous, gasoline,
garlic

Roasted

Nutty, roasted

aromatico ottenuto tramite GC-O?
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3. Produzione di aromi da residui agro-industriali

Gli aromi prodotti naturalmente dalle piante e poi estratti dall’'uomo sono oggigiorno una
percentuale molto bassa in quanto le quantita prodotte sono piccole ed estremamente
variabili, per questo la maggior parte degli aromi disponibili sul mercato vengono
sintetizzati artificialmente per via chimica. Tuttavia, grazie all’attuale attenzione per la
denominazione dei composti come “naturali” o “green” si cerca di indirizzare sempre di
piu le vie sintetiche verso 1’utilizzo di processi microbiologici. Per rispettare inoltre 1
principi di sostenibilita e di economia circolare, oggigiorno, la ricerca ¢ indirizzata sullo
studio e lo sviluppo di metodi di recupero degli scarti industriali in modo da ottenere dei
prodotti alternativi. Tali strategie innovative cercano di sfruttare come materie prime
residui agro-industriali, 1 quali sono diversi a seconda dell’azienda di partenza, in modo da
recuperare i prodotti di scarto provenienti dalle lavorazioni e reintrodurli, a seguito di
specifiche trasformazioni, nel mercato [®l. In particolare, sfruttando una tecnica prettamente
microbiologica, ovvero la fermentazione in stato solido, ¢ stato possibile sviluppare

composti aromatici utilizzando come substrato di partenza prodotti di scarto.

3.1 Fermentazione in stato solido

Con il termine di “fermentazione in stato solido o solid-state fermentation (SSF) vengono
definiti tutti 1 processi fermentativi sviluppati su un materiale non solubile che agisce sia
da supporto fisico sia come fonte di nutrienti in assenza di un liquido in grado di scorrere”
1 il substrato deve contenere comunque una percentuale di umidita necessaria alla crescita
dei microrganismi. Inizialmente considerando solo modelli teorici e basandosi su parametri
come l’attivita dell’acqua, elemento che determina il tipo di microrganismo che puo
crescere durante la fermentazione in stato solido, si pensava che tale processo fosse adatto
solamente per specie come lieviti e funghi in quanto i batteri presentavano un’attivita
dell’acqua troppo elevata. In realta si osservo, a seguito di prove sperimentali, che la
fermentazione in stato solido € un processo aerobio microbiologico che puo essere
effettuato solamente da determinate specie di funghi, lieviti e colture batteriche ' 1%, Per
la buona riuscita della tecnica ¢ importante impostare correttamente i parametri di lavoro
come le “dimensioni della particelle, il livello di umidita iniziale, il pH e i pre-trattamenti
da effettuare al substrato di partenza come la temperatura e il tempo di incubazione, eta e

dimensione dell’inoculo da utilizzare e 1’eventuale aggiunta di nutrienti” 1],
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La fermentazione in stato solido viene utilizzata principalmente nell’industria alimentare
per produrre aromi, coloranti, prodotti chimici e farmaceutici utilizzando come substrati di
partenza residui agro-industriali ricchi in carboidrati e altri nutrienti, il che li rende adatti
sia come substrato nutritivo sia come sito di ancoraggio per le cellule batteriche. Inoltre,
I’utilizzo di questa tecnica ¢ sostenibile in quanto necessita di un basso consumo energetico,
produce poca acqua di scarto e sfrutta materiale residuo, prodotto dalle aziende, che al posto

di essere un rifiuto diviene una materia prima.

Negli anni, sono stati condotti molti studi sfruttando questo metodo ed utilizzando differenti
tipi di microrganismi e diversi substrati di partenza, con lo scopo di produrre diversi aromi
ed enzimi. Ad esempio, € possibile osservare in Tabella 3 come a partite da substrati quali
bagassa di manioca, vinaccia di mela, amaranto, soia, miso e riso pre-gelatinizzato e
sfruttando specie diverse di microrganismi si possono ottenere principalmente aromi
fruttati. A partire dalle bucce di caffe (coffee husk) e sfruttando 1’azione della Ceratocystis
fimbriata, fungo parassita, ¢ possibile sintetizzare sempre aromi fruttati ma in particolare
all’ananas. Osservando sempre tale tabella si nota che, utilizzando determinanti substrati di
partenza con specifici microrganismi, ¢ possibile anche sintetizzare degli enzimi utilizzabili

in processi alternativi.

Oggigiorno, grazie agli sviluppi in campo ingegneristico, ¢ stato possibile produrre e
commercializzare bio-reattori adatti a tale processo 1% in modo tale da indirizzare la

produzione dalla scala di laboratorio a quella industriale.
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Sobsirates Microorganisms Product
Aroma compounds
Semisolid maize Pediococcus pemtosaceus Butter flavour

Cassava bagasse and giant palm bran

Cassava bagasse, apple pomace, amaranth
and soyvbean

Pre-gelatinized rice

Miso

Coffee husk

Sovbeans

Rice koji

Tropical agroindustrial substrates

Coconut coir pith
Cranberry pomace
Wheat straw
Sugar beet pulp

Wheat bran, maize bran, rice bran and
sugarcane bagasse

Corn cobs

Wheat bran, rice husk, saw dust,
coconut oil cake

Olive cake and sugar cane bagasse

Babassu oil cake
Barley bran, triturated nut
Coconut cil cake

Coconut oil cake, groundnut and sesame,
bombay rawa, soya beans, wheat rawa

Gingelly oil cake
GYP medium

Peanut press-cake

Soy cake

Yegetable oil refinery residue
Wheat bran

Wheat straw

Green gram husk

Soy cake

Wheat bran, rice husk, rice bran, spent
brewing grain, coconut oil cake, palm
kernel cake, sesame oil cake, jackfruit
seed powder and olive oil cake

Lactobacilius acidophilis

Kluymeronmyces nurrxianus

Ceratocystis fintbrinta

Wrurospora sp.
Zyposaccharmmyces Touxil
Ceratocystis fimbriata
Bacillus subtilis
Aspergillus oryzae
Rhizopus oryzme

Aspergillus niger
Lemtinus edodes
Mewrospora crissa
Aspergillus niger
Aspergillus flavipes
Phimerochaete sp.
Trametes sp.

Sporotrichun thermophile
Vibrip costicola

Rhizopus rhizopodiformis
Riizomucor pusilius
Penicillium restrictum
Yarrowria lipolylicn
Candida rugosa
Aspergillus sp.

Aspergillus niger
Aspergillus oryzar
MNewrospara sitophila
Rhizopus eligospors
Penicillium simplicissinum
Pentcillium citrimm
Penscilttum condidum
Peniciltium piropirifum
Bacilius circulans

Bacillus subtilis

Aspergilles oryzar

Fruity aroma

Fruity aroma

Fruity aroma
HEMF

Fineapple aroma
Pyrazine

Volatile compounds
Volatile compounds
Enzymes
f-glucosidase
f-glucosidase
f-glucosidase
Ferulovl esterase

Feruloyvl esterase

Feruloyl esterase, and
p-coumaroyl esterase

L-glutaminase
Lipase

Lipase
Lipase
Lipase
Lipase
Lipase
Lipase
Lipase

Lipase

Lipase

Lipase

Phenolic acid esterase
Protease

Protease

P'rotease

Tabella 3. Prodotti aromatici ed enzimatici ottenuti a partire da substrati diversi utilizzando vari

microrganismi !
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I principali vantaggi di questa procedura sono le alte rese ottenute nel breve periodo, la
concentrazione relativamente alta di prodotti ottenuti e 1’utilizzo di microrganismi non

geneticamente modificati il che riduce 1 costi e 1’energia necessaria per 1’uso tale tecnica
[11]

La principale limitazione nell’utilizzo di tale procedura a livello industriale ¢ data
dall’elevato costo di produzione ¢ di mantenimento del processo e dei prodotti spesso non
sostenibile, inoltre indirizzare il processo a livello industriale a partire dalla scala di
laboratorio ¢ difficoltoso e costoso. Un altro problema ¢ il controllo dei parametri di
processo, in particolare I’elevata produzione di calore in quanto vengono coinvolti processi
metabolici che liberano energia, il substrato perod, non presenta un’elevata conducibilita
termica, quindi, potrebbero venirsi a formare dei punti caldi che potrebbero causare la
denaturazione dei prodotti ottenuti. Questo trasferimento di calore ¢ fortemente collegato
alle condizioni di areazione del sistema che devono essere adeguate a evitare la formazione
di punti caldi. La temperatura ¢ un ulteriore parametro critico in quanto potrebbe
influenzare ’azione dei microrganismi, portare alla produzione di spore e denaturare i

prodotti del processo [1%],

Negli anni questa tecnica ¢ stata studiata e sono stati sviluppati alcuni bioreattori in grado

di risolvere i1 problemi principali di tale processo.

3.2 Fermentazione in stato solido utilizzando come substrato scarti della lavorazione

del caffe

11 substrato di partenza per il processo di fermentazione in stato solido si ottiene dagli scarti
di lavorazione del caffé in particolare dalle bucce del caffe anche dette coffee husk che
ricoprono e proteggono il seme interno al frutto rosso del caffe. Esse sono formate da “uno
strato fibroso di mucillagine” che viene ottenuto a seguito della lavorazione dei frutti rossi

mediante un processo a secco (8,
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l. Solco centrale

2. Chiceo di caffe verde {endosperia )

3, Pellicola argentea (tegumenta)
4. Buccia chiboco o coffed fusk
{endocarpo)
5. Stmio di pectina
6. Polpa {mesocarpo)

7. Buccim estemn {esocarpo)

Figura 8. Anatomia di un frutto di caffé

La buccia del chicco di caffé contiene una quantita di caffeina, tannini e polifenoli che la
rende tossica naturalmente e non utilizzabile per la produzione di fertilizzanti o additivi
alimentari, questa parte del chicco ¢ pero ricca di materiale organico il che la rende adatta
ad essere un substrato per la fermentazione in stato solido sfruttando I’azione del fungo

Ceratocystis fimbriata per la produzione di composti con aroma fruttato.

Nel lavoro pubblicato nel 2000 ! si utilizza una coltura di un fungo parassita ovvero la
Ceratocystis fimbriata CBS 374-83 cresciuta e trasferita in piastre di PDA (potato-
dextrose-agar) e conservata a 4 °C. Per la preparazione dell’inoculo si utilizzano colture
coltivate per 5 giorni a 30 °C. Si utilizzano poi 200 g di bucce di caffé¢ macinate che
vengono cotte in 1 L di acqua distillata a 100 °C per 45 minuti, il decotto viene
successivamente filtrato in modo da ottenere la parte solida che viene poi lasciata essiccare
per 18 h a 55 °C. Il substrato cosi ottenuto viene poi ulteriormente setacciato in modo da
ottenere particelle con diametro di 0.4 - 0.8 mm. Si procede poi con la fermentazione in
stato solido inserendo circa 15 g di substrato in una beuta da 250 mL e coprendoli con 8
strati di garza. Vengono poi inoculati 107 g'! (materiale secco) di spore di C. fimbriata e il
tutto viene fatto incubare ad una temperatura di 30 °C. Gli esperimenti valutano inoltre
I’effetto nella produzione di composti aromatici dell’aggiunta nel substrato di glucosio, olio

di soia, leucina e di una soluzione salina di nutrienti.[*!

La produzione di componenti voltatili identificati nello spazio di testa della beuta di lavoro
viene seguita sfruttando diversi metodi ovvero la capacita olfattiva dei membri di un panel

associata all’analisi gas cromatografica.
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I dati ottenuti sono stati poi elaborati con opportune equazioni in modo da ricavare la
totalita di composti volatili prodotti durante la fermentazione e il tempo necessario per la
massima produzione e per la massima durata degli stessi. Si noti come 1’addizione di
glucosio ) nel substrato iniziale di reazione comporta la produzione di un forte aroma
fruttato, in particolare ¢ possibile notare che, in base alla percentuale di glucosio

addizionata, I’intensita, il tempo per cui tale aroma persiste e il tipo di aroma prodotto varia

(Tabella 4).

Glucose (%) tmax® (days) Aroma intensity

20 6 +++ pineapple

35 10 +++ fruity-pineapple
46 8 + banana sweet

*tmax: time of maximum perception of the aroma
Aroma intensity: weak (+), strong (+++)

Tabella 4. Intensita e tipo di aroma prodotto dopo l'aggiunta di glucosio ¥

E possibile, inoltre, osservare che la maggior produzione di aroma di ananas si ottiene
lavorando con concentrazioni relativamente basse di glucosio (20 %) ma, per avere una

durata maggiore della percezione dell’aroma si lavora con concentrazioni del 35%.

In un altro esperimento [¥) & stato valutato I’effetto dell’addizione di leucina (L), olio di soia
(O) e di una soluzione salina (SS) al substrato di reazione gia additivato al 35 % di glucosio.
In tutti e tre 1 casi, come si osserva in Tabella 5, ¢ possibile rilevare un odore di banana

maggiore nel caso dell’aggiunta di leucina.

Complement tmax (days) Aroma intensity
SS 10 + banana

0 10 ++ banana

L 10 +++ banana

Ftmax: time of maximum perception of the aroma
Aroma intensity: weak (+), medium (++), strong (+++)
SS: salt solution, O: 10% soybean oil, L: 10 mmol leucine

Tabella 5. Intensita e tipo di aroma prodotto dopo l'aggiunta di vari additivi ¥/

Calcoli specifici dimostrano che la produzione di composti volatili totali da parte del
metabolismo del fungo risulta invariata a seguito dell’aggiunta dell’olio di soia in quanto

questo non entra a far parte del metabolismo primario del fungo stesso invece, 1’addizione
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della soluzione salina diminuisce drasticamente la produzione di composti volatili al

contrario dell’aggiunta di leucina che invece ne amplifica la produzione. Attraverso

I’analisi gas cromatografica (Tabella 6) ¢ stato possibile rilevare i composti volatili presenti

nello spazio di testa del campione, i quali sono responsabili della produzione dell’aroma,

in particolare si puo osservare che 1’addizione di leucina al substrato aumenta la produzione

di esteri. [®

Compounds I

I1 I1

IV

Expressed as ethanol eq. pumol/l - g DM

Acetaldeyde 47
Ethanol 329
Isopropanol 26
2-heptanone -
2-octanone 52

Expressed as ethyl acetate eq. umol/l - g DM

Ethyl-3-hexenoate -

Ethyl acetate 2078
Ethyl iso-butyrate 11
Iso-butyl acetate 19

Ethyl butyrate
Propyl acetate
Isoamyl acetate
Ethyl-3-hexenoate

(S T Y =]

57 58
428 607
5 -
67 3

1833 1841
10 7
18 15

3 1
11 -

50
565
11

30

2811
15
35
21

16

I - 20% glucose; IT - 35% glucose (control);
III - 35% glucose with leucine; IV - 35% glucose with soybean oil

Tabella 6. Risultati gas cromatografia

I composti principali responsabili dell’aroma dell’ananas, formato a seguito di tale

processo, e in particolare quelli associati all’odore della stessa sono 12 tra i quali i principali

sono etil 2-metilbutanoato (7Tabella 7-a), 2,5-dimetil-4-idrossi-3(2H)-furanone (Tabella 7-
b), 1-(E,Z,Z)-3,5,8-undecatetraene (Tabella 7-c), etil 3-(metiltio)propanoato (Tabella 7-d),
1-(E,Z)-3,5-undecatriene (Tabella 7-e), etil esanoato (Tabella 7-f) e metil esanoato

(Tabella 7-g) 12,

Molecole costituenti I’aroma dell’ananas

HO

HiC

CHa
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Tabella 7. Formule molecole principali costituenti l'aroma di ananas e banana

Le molecole principali che costituiscono 1’aroma di banana anch’esso sviluppato a seguito
della fermentazione in stato solido, sono gli esteri. I composti, principali costituenti
dell’odore di banana, sono esanale (Tabella 7-h), 3-metilbutil acetato o acetato di isoamile

(Tabella 7-i) e 3-metilbutil butanoato (Tabella 7-j) '),
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4. Conclusioni

\

La produzione di composti aromatici attraverso metodi microbiologici ¢ un campo in
continua espansione, 1’utilizzo di bucce di caffé come substrato e di Ceratocystis fimbriata
come microrganismo ¢ uno dei casi di studio piu rilevanti per I’applicazione della
fermentazione in stato solido con scopo principale la produzione di aromi. L’addizione di
percentuali di glucosio al substrato ¢ necessaria per la corretta riuscita della metodica e
’ulteriore aggiunta di leucina permette 1’ottenimento di un quantitativo maggiore di esteri,

1 quali sono associati tipicamente ad aromi fruttati.
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