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RESUMO

Foram estudados alguns parametros de processo para a producgédo de
metilcetonas por uma nova linhagem de Aspergillus sp. pré selecionada
como produtora de lipase extracelular, ainda néo relatada na literatura.
Através da utilizagdo da técnica de cromatografia gasosa acoplada a
detetor seletivo de massas e de calculo de indice de retengédo, foram
identificadas as quatro principais metilcetonas produzidas que s&o: 2-
pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona.

As maiores concentragdes de metilcetonas (2-pentanona, 2-heptanona,
2-nonanona e 2-undecanona) encontradas quando foi utilizado creme
de leite de cabra foram: 0.5, 1.4, 24 e 0.4 mg / g de substrato
respectivamente e de 0.3, 0.8, 1.04 e 0.22 mg / g de substrato quando
se utilizou creme de leite de vaca.

Creme de leite de cabra e creme de leite de vaca foram os dois
substratos adequados para a produg¢do das metilcetonas, devido a sua
composicdo de acidos graxos, sendo que, a maior concentragdo de
acidos graxos de cadeia média esteve presente no creme de leite de
cabra e portanto foi obtido uma maior concentracdo de metilcetonas
quando se utilizou este substrato.

Foi observado que as melhores condigbes para producdo de
metilcetonas foram : periodo de incubagéo de 96 horas a 30°C, pH 4,5 e
sistema de reagdo contendo uma mistura de lipase e esporos da
linhagem n°® 1099.

Uma suspensdo de lipase isenta de esporos foi incapaz de produzir

metilcetonas.



SUMMARY

A newly strain of Aspergillus sp. which produced extracellular lipase was
chosen to study some of the process parameters for the production of

methyl ketones.

Four methyl ketones (2-pentanone, 2-heptanone, 2-nonanone and 2-
undecanone) were identified from their retention indices and using a gas

chromatograph equipped with a mass detector.

Of the two substrates used (goat’s milk cream and cow’s milk cream) the
best results were obtained with in the goat's milk cream. The reason for
this behaviour could be differences in the fatty acid composition of the

two substrates.

The high concentrations of methyl ketones (2-pentanone, 2-heptanone,
2-nonanone and 2-undecanone) observed were: 0.5, 1.4, 2.4 e 0.4 mg/g
respectively, when goat’'s milk cream was used as substrate. When
cow’s milk cream was used, the concentrations of methyl ketones were:
0.3, 0.8, 1.04 e 0.22 mg / g respectively.

The results suggest good conditions to produce methyl ketones in 96

hours of incubation at 30°C, pH 4,5 and a reaction system with a mixture

of lipase and spores of strain n® 1099.

xi



1. INTRODUGAO

A utilizagdo de aromatizantes remonta aos primérdios da humanidade.
O homem percebeu que poderia melhorar o sabor de sua dieta se
empregasse uma série de produtos de origem vegetal, tais como,

raizes, folhas, ervas, etc.

No inicio eram utilizados somente aromas oriundos de fontes naturais,
como as especiarias, que por muito tempo foi determinante de dominio

politico e econémico pelos portugueses.

Com o advento da Revolugdo Industrial uma centena de substéncias
sintéticas foram introduzidas na alimentagdo humana para substituir os
antigos aromas naturais, com a vantagem de serem mais baratas, de
padronizagdo mais facil, por estarem disponiveis em todas as épocas

do ano, etc.

Atualmente apesar de um visivel crescimento na demanda de
substancias aromaticas, nota-se também um aumento na preferéncia
do consumidor por alimentos sem aditivos quimicos sintéticos,
tornando-se cada vez maior a necessidade de se obter aromas de
fontes naturais. Um grande obstaculo para o desenvolvimento da
producdo industrial destes aromas, € a baixa concentracdo com que
esses compostos volateis sdo encontrados em suas fontes, bem como,
0s processos de extragdo, pois muitas vezes estes sdo complexos e

inviaveis economicamente.



Entretanto, com o crescente desenvolvimento da Biotecnologia, as
industrias mundiais de aromas voltaram suas pesquisas para o
desenvolvimento de métodos biotecnolégicos para a produgédo desses
aromas naturais, através de cultura de células, cultura de tecidos,
microrganismos e enzimas. Até o presente momento o processo
microbiolégico tem se mostrado o mais promissor para a produgéo de

compostos puros ou misturas complexas de substancias.

O aroma de queijo sempre foi utilizado na indlstria de alimentos em
formulagbes a base de compostos artificiais, devido principalmente ao
fato de que no préprio queijo esse aroma se encontra em concentragées
tao pequenas que sempre inviabilizaram sua produgéo por extragédo. No
entanto nos ultimos anos com a crescente preocupagdo com relagdo a
presengca de aditivos sintéticos a substituicdo do aroma artificial de

queijo pelo natural vem se tornando cada vez mais necessaria.

“‘Blue Cheese”, € uma classe importante de queijos cujo processo de
maturacdo se da pela adigdo de um fungo a massa do queijo fresco.
Esse processo de maturagéo faz com que esse tipo de queijo possua

um aroma bastante intenso e caracteristico.

Diversos microrganismos podem ser adicionados no processo de
maturagdo. O mais comumente usado €& o Penicillium roquefortti, que,
quando adicionado ao queijo produzido com leite de ovelhas, e curado

nas cavernas de Roquefort ,na Franga, produz o queijo roqueforti , e



que quando adicionado ao queijo produzido com leite de vaca produz o
conhecido gorgonzola. Outras espécies podem ser usadas na producgéo
de outros tipos de queijos, como exemplo, o Penicillium camemberti e o

Penicillium candidun na produgéo do queijo camemberti.

Durante o processo de maturagdo desse tipo de queijo, algumas
modificagdes importantes ocorrem com os substratos presentes,
principalmente os lipideos, as proteinas e os aminoacidos. As
metilcetonas sdo as principais substancias responsaveis pelo aroma téo

caracteristico desses queijos.

1.1. A biossintese do aroma de "Blue Cheese"

A produgdo de um aroma de qualidade depende sem dlvida nenhuma
do metabolismo dos lipideos do queijo. As metilcetonas, substancias
mais importantes no aroma de “Blue Cheese”, sdo produtos da f-

oxidagédo parcial dos acidos graxos durante o0 metabolismo dos lipideos:

o)

/\/\/(ZH > /\)J\

Outras classes de substancias volateis desempenham papel importante
no desenvolvimento do aroma, dentre as quais podemos citar os acidos
graxos, alcoois, ésteres, lactonas, aldeidos, cetonas, aminas |,

compostos de enxofre, etc.



1.2. Principais classes de compostos responsaveis pelo aroma de

"Blue Cheese"

1.2.1.Acidos graxos

A presenca de Acidos Graxos Livres ndo é somente importante pela sua
contribuigdo para o aroma, mas também pelo fato deles serem
precursores biossintéticos das metilcetonas, alcoois, lactonas e ésteres.
Os triglicerideos presentes na gordura do leite sdo transformados em
diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres e glicerol por agédo
de uma série de lipases ou glicerol éster hidrolase, presentes no meio.
Alguma atividade lipolitica se deve a presencga, nos queijos, de lipases
nativas do leite, no entanto, a maior parte da lipélise se da pela acao

das enzimas produzidas pelo microrganismo adicionado na maturagéo

Os acidos graxos estdo presentes nos queijos comerciais em
concentragdes que variam entre 600 a 822 mg/100 g de queijo com uma

grande variagcao entre algumas amostras.

1.2.2. Metilcetonas

As metilcetonas sdo os compostos mais importantes no aroma de “Blue
Cheese”, estando presentes na ordem de 136 mg/100 g de queijo. As
maiores concentragbes de 2-heptanona e 2-nonanona sdo: 52 umol/10

g e 40,9 umol/10 g de queijo respectivamente.



Essas substancias sado sintetizadas a partir dos acidos graxos liberados
no meio, pela agdo das lipases. Esses acidos graxos livres,
principalmente os de cadeia curta, sdo relativamente toxicos aos
microrganismos presentes na maturagdo. Provavelmente para uma
rapida degradagdo desses acidos graxos, 0s mesmos Sdo
transformados em metilcetonas, que sdo muito menos téxicas, numa

rota alternativa da B-oxidagéo .

Com a utilizagdo de acidos graxos marcados com radiois6topos
demonstra-se que as metilcetonas presentes sdo verdadeiramente
originadas dos acidos graxos (DARTEY & KINSELLA 1973a). No
entanto observa-se que as metilcetonas apresentam sempre um atomo
de carbono a menos que o acido graxo original. Sugeriu-se entdo que
essas metilcetonas sdo produzidas por descarboxilagdo dos p-ceto-
acidos. Durante a p-oxidagdo os p-cetoacil-CoA formados pela
desidrogenagdo dos p-hidroxi-acyl-CoA  s&o deacilados para p-
cetoacidos e CoA por uma B-cetoacil-CoA Deacilase ou Tioidrolase. Os
B-cetoacidos sdo entdo rapidamente descarboxilados para as
metilcetonas, que assim possuem um atomo de carbono a menos pela

acao de uma enzima descarboxilase.

Nos microrganismos produtores de metilcetonas a atividade da f-
cetoacil-CoA Deacilase € muito maior que a da tiolase e aparentemente
a descarboxilase causa rapida descarboxilagdo para a formagado das

metilcetonas evitando um acumulo dos B-cetoacidos.



Alguns estudos indicam que B-ceto-octanoil-CoA é o substrato preferido
para a reagdo de desacilagdo e que B-cetolaurato é preferido pela
enzima descarboxilase Entretanto outras metilcetonas de variados
tamanhos de cadeia carbbénica podem ser formadas. Alguns estudos
mostram a formagédo de varias metilcetonas na presenca de &cidos
graxos de cadeia longa, o que sugere a possibilidade de ocorrerem
varios ciclos de B-oxidagdo do mesmo acido graxo para a produgéo
dessas metilcetonas. Tém sido identificadas algumas outras cetonas
nesse tipo de aroma como por exemplo 2-butanona, oct-3-ona, oct-1-en-

3-ona.

1.2.3. Alcoois

Os alcoois, juntamente com as metilcetonas, sdo componentes
fundamentais no aroma O metabolismo da lactose leva a formagao de
etanol através da via pentose fosfato e de outros alcoois como por

exemplo o butan-2,3-diol

Os alcoois secundarios derivam de uma redugdo das metilcetonas

correspondentes pela acdo de uma redutase

Outros alcoois podem ser obtidos através do metabolismo dos
aminoacidos ou da degradagdo de aldeidos que sido derivados da

Degradagdo de Strecker por via ndo enzimatica. Por desaminagio



oxidativa, aminoacidos podem ser transformados em cetoacidos e entdo

a aldeidos que sdo reduzidos a alcoois

Os acidos linoleico e linolénico sdo precursores de alguns alcoois com 8
atomos de carbono, particularmente oct-1-en-3-ol, oct-2-en-1-ol, octa-
1,5-dien-3-ol e octa-1,5-dien-1-ol. As principais enzimas envolvidas na

biossintese desses alcoois sdo a lipoxigenase e a hidroperéxido liase.:

1.2.4. Lactonas

As principais lactonas encontradas sdo y-decalactona, 6-decalactona, y-
dodecalactona, 6&-dodecalactona e todas possuem uma nota

pronunciada de fruta.:

A acao dos microrganismos na produgdo das lactonas ndo esta
totalmente elucidada. Os precursores das lactonas sdo os hidroxiacidos
que podem ser obtidos via B-oxidacdo dos acidos graxos insaturados
pela acdo das lipoxigenases ou hidratases. Alguns hidroxiacidos, no
entanto, podem estar presentes na forma de ftriglicerideos no leite.

Ocorre entao a lipblise e posterior ciclizagdo.:



1.2.5. Esteres

Uma variedade grande de ésteres podem estar presentes no aroma de
“Blue Cheese” devido a diversidade das suas origens metabdlicas. A
maior parte deles no entanto, se originam de reagées que ocorrem

entre alcoois e acidos presentes no préprio queijo.

Acetato e propanoato de feniletila, cinamato de metila, hexanoato de
metila, pentanoato de etila, entre outros, podem ser encontrados.
Reagdes de esterificagdo entre acidos graxos de cadeia curta ou média
e alcoois (etanol), derivados do metabolismo da lactose e de
aminoacidos, sdo as vias de obtencdo da maioria dos ésteres
encontrados. Esteres de acetato podem ser obtidos a partir de alcoois e

acetil-coenzima A.

1.2.6. Aldeidos

Os principais aldeidos encontrados sdo : hexanal, Acetaldeido, 3-metil-
butanal, benzaldeido etc. Eles tém sua origem na degradagdo de
Strecker dos aminoacidos durante o processo de maturagdo. Esses
passos nao requerem catalise enzimatica. Os aldeidos sdo compostos
transitorios nos queijos pois sdo rapidamente metabolizados para os

alcoois ou acidos correspondentes.



1.2.7. Outros Compostos

Uma série de compostos minoritarios estdo presentes em quantidades
“tragos” no aroma de “Blue Cheese”. Dentre eles podemos citar os
compostos derivados de enxofre, tais como: 2,4-ditiopentano, dissulfeto
de dietila, 2,4,5-tritiohexano, etc. Esses compostos se originam
essencialmente do metabolismo da metionina, que através da enzima
metionina demetioliase quebra a ligagcdo carbono-enxofre da molécula

do aminoacido.

Algumas aminas volateis também podem ser encontradas nos queijos
maturados. Dimetilamina é encontrada na concentragdo de 0,811 a

1,623 ppm por exemplo.

1.3. Histoérico

Foram isoladas no laboratério de Biogquimica (COSTA, M. C. 1996) duas
linhagens de Aspergillus sp. n° 1099 e 1068.

Durante os ensaios de -caracterizagdo bioquimica das lipases
produzidas por essas duas linhagens, verificou-se que em ambos os
casos havia juntamente com a formagéo dos produtos de hidrélise dos
triglicerideos testados, o aparecimento de um aroma que lembrava

queijo gorgonzola.



Numa primeira andlise por GC/MS percebeu-se que essas duas
linhagens também eram capazes de produzir metilcetonas, as principais

responsaveis pelo aroma dos queijos maturados na presenga de fungos.

A lipase produzida pela linhagem n° 1099 mostrou uma alta
especeficidade para acidos graxos de cadeia média ( &c. Capréico, ac.

Capirilico e ac. Caprico ).

O presente trabalho teve entdo o objetivo de estudar a capacidade da
linhagem n° 1099 de produzir essas metilcetonas e as condicdes de
producgéo visando o desenvolvimento de um processo biotecnolégico

para a produgdo de aroma natural de “Blue Cheese” em trabalho futuro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

PATTON (1950) descreveu a extracdo dos compostos volateis por
arraste de vapor de amostra de queijo tipo “Blue Cheese” durante pelo
menos 1 hora. O destilado foi extraido continuamente com éter etilico
previamente destilado e livre de compostos carbonilicos. O extrato foi
seco e o solvente evaporado. O residuo obtido foi entdo destilado em
coluna de fracionamento. As fragdes obtidas foram analisadas medindo-
se o indice de refragdo, faixa de ebulicdo e derivatizagdo com 2,4-
dinitrofenilhidrazina e semicarbazida. Os compostos identificados foram
acetona, 2-pentanona, 2-heptanona e 2-nonanona, que foram

relacionados ao aroma dos queijos tipo "Blue Cheese".

JACKSON & HUSSONG (1958) relataram a hidrodestilagdo de
amostras de “Danish Blue Cheese" com posterior saturagdo do
destilado aquoso com cloreto de sédio e extragdo com dietil éter livre de
peroxidos. O solvente foi entdo evaporado suavemente na presenga de
sulfato de calcio. O concentrado obtido foi destilado sob vacuo a
temperatura maxima de 35°C utilizando-se um “trap” de gelo seco e
acetona para condensar os compostos volateis. Foram identificados
através de cromatografia gasosa os seguintes compostos: 2-pentanona,
2- heptanona, 2-nonanona, 2-pentanol, 2-heptanol e 2-nonanol. Foi
entdo sugerido que esses alcoois secundarios seriam originados de
reducdo enzimatica das metilcetonas formadas durante a maturagéo
dos queijos. Foi testada a bioconverszo de 4cido caprilico, 2-heptanona

e 2-heptanol na presenga de micélio de P. roqueforti isolado do queijo
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em estudo. Descobriu-se que apds 4 horas de incubagédo a 30°C e pH
6,8 2-heptanona rende a formagéo de 2-heptanol, acido caprilico a
formagéo de 2- heptanona e 2-heptanol leva a formagéo de 2-heptanona

através de um processo de oxidagdo enzimatica.

SCHUWARTZ & PARKS (1963) realizaram analise qualitativa e
quantitativa de metilcetonas em algumas amostras de "Blue Cheese"
comerciais. Foram estudadas duas maneiras de extracdo e anadlise
desses compostos, uma delas usando destilagdo para o isolamento das
metilcetonas e uma outra ndo envolvendo destilaggo e aquecimento dos
compostos volateis. Nesse segundo método as amostras de queijo
foram extraidas com hexano livre de compostos carbonilicos e aliquotas
dessa solugdo foram analisadas quantitativamente com derivatizacédo
com 2 4-dinitrofenilhidrazina. Descobriram duas novas metilcetonas
presentes:  2-undecanona e 2- tridecanona que ndo apareceram no
método classico utilizando destilago, talvez por apresentarem ponto de
ebulicdo muito elevado. 2-Heptanona foi o maior constituinte em todas
as amostras, no entanto, existe uma variagéo quantitativa nas diferentes

metilcetonas em todas as amostras.

ANDERSON & DAY (1965a) descreveram a andlise quantitativa dos
principais &cidos graxos importantes para o aroma de queijo. Quatro
amostras de queijo foram analisadas utilizando-se colunas
cromatograficas recheadas com acido silicico. As fragées eluidas foram
tituladas com KOH usando-se fenolftaleina como indicador. As fracbes

foram esterificadas com metanol/H,SO, e os ésteres metilicos dos
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acidos graxos foram analisados por cromatografia gasosa contra
padrées auténticos. Os principais acidos graxos encontrados foram:
acido caprico, acido caproéico, acido caprilico, acido palmitico, acido

oleico entre outros em menor quantidade.

ANDERSON & DAY (1965b) desenvolveram uma metodologia de
extragéo dos compostos neutros do aroma de "Blue Cheese" utilizando
centrifugacdo de amostras do queijo, obtendo-se um éleo com aroma
idéntico ao do queijo intacto. Uma destilagdo molecular foi realizada a
uma temperatura de 45°C. Cada fragédo obtida foi entdo analisada por
cromatografia gasosa em 2 colunas: uma polar e outra apolar. Foram
entdo calculados os indices de retengdo dos compostos presentes na
amostras e de padrdes auténticos. Foram feitas também analise dessas
fragbes em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Foram analisadas uma centena de substancias e identificadas
aproximadamente 50 delas, dentre os quais: aldeidos, cetonas,

compostos aromaticos, ésteres, metilcetonas, entre outras.

ANDERSON & DAY (1966) analisaram a influéncia de certos
microrganismos na formagdo dos compostos volateis responsaveis pelo
aroma de "Blue Cheese". Foram quantificadas as metilcetonas e os
alcoois secundarios de amostras de queijos comerciais para avaliacdo
da qualidade do aroma em comparagéo & produgdo desses compostos
em meio de cultura por alguns microrganismos. Algumas culturas de P.
roqueforti, Torulopsis sphaerica, Mycoderma sp., Geotrichum candidum

e Bacterium linens. foram utilizadas no sentido de se estudar a
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bioconversdo de metilcetonas em alcoois secundarios. Todas as
amostras de queijo apresentaram 2-heptanona como maior constituinte
e houve uma variagdo muito grande na concentragédo das metilcetonas
em todas as amostras. Os alcoois secundarios sempre foram
encontrados em quantidades menores que as metilcetonas na faixa de
0,3 a 10 mg / kg de queijo. Os microrganismos P. roqueforti, Torulopsis
sphaerica, Mycoderma sp. séo capazes de converter 2-pentanona em 2-

pentanol.

LAWRENCE (1966) demonstrou que a habilidade de esporos de P.
roqueforti em oxidar acidos graxos diminui com a idade da célula. No
entanto, essa habilidade foi restituida por adigdo de agucares e de
amino-acidos . Somente acidos com cadeia carbénica entre 6 e 12
atomos de carbono foram oxidados para suas respectivas metilcetonas.
Foram utilizadas suspensées de esporos de P, roqueforti com varias
idades (entre 4 e 8 dias), solugdes contendo acidos graxos marcados
radiativamente e a produgcdo das metilcetonas monitoradas por
derivatizagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina. Foi encontrado que um
aumento na concentragcéo de acidos graxos aumenta a fase lag na
producdo de metilcetonas e que a diminuicdo da concentragcdao de
~ esporos também aumente essa fase. A temperatura 6tima de produgao
de 2-heptanona foi de 27°C e o pH depende muito do acido graxo livre
utilizado e sua concentragdo. Alanina e D-Glicose, quando adicionadas
ao meio de fermentacéo, favoreceram a formacgédo de 2-heptanona a

partir do acido octandico.
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LAWRENCE (1967) demonstrou que a adicdo de alguns aminoacidos
como L-alanina, L-prolina e L-serina estimulam a formacgdo de
metilcetonas por esporos de P. roqueforti a partir de triglicerideos. O
grau de oxidagdo também sofre aumento pela adicdo de certos
agucares como , galactose, glicose, xilose, entre outros. Esse aumento,
no entanto, ndo tem efeito nenhum na auséncia da fonte de nitrogénio.
Sugere-se que a adigdo desses compostos (agucares e aminoacidos)
promovem uma rapida germinagdo dos esporos o que favoreceria a

formagéo das metilcetonas.

LAWRENCE & HAWKE (1968) relataram que baixas concentragcdes de
acidos graxos livres com até 14 atomos de carbono foram oxidados até
metilcetonas sem fase lag por micélio de P. roqueforti. Os &cidos de 6 a
8 atomos de carbono produzem um alto rendimento na producido de
metilcetonas de 5 e 7 atomos de carbono. Os acidos de 9 & 12 atomos
de carbono foram os que tiveram maior efeito inibidor na produgéo das
metilcetonas. Micélios previamente tratados com concentragdes tdxicas
dos acidos graxos foram menos susceptiveis a inibicdo por esses
acidos. Foi sugerido que a formagdo das metilcetonas envolveria a
deacilagédo de B-oxo-aciltioesteres que vem de uma rota alternativa de

reciclagem de CoA.

DOLEZALEK ( 1969) estudou a formagdo de metilcetonas por linhagens
de P. roqueforti em meio de Czapek-Dox que continha 10% de
gordura de leite. A maioria das linhagens produziu uma maior quantia

de metilcetonas a 15°C. As metilcetonas foram encontradas em maior
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quantidade depois de 40 e 57 dias e foram identificadas como 2-
pentanona, 2-heptanona e propanona. Também foram formadas
quantidades menores de 2-butanona e 2-nonanona. Sé foi formada 2-
undecanona a 8°C depois de 40 dias. Somente pequenas quantidades

de formaldeido a acetaldeido foram encontradas.

LIEBICH et. Al. (1970) analisaram diferente tipos de queijos, inclusive
queijos do tipo "Blue Cheese". O método de analise adotado foi o de
centrifugar o queijo por 10 a 15 minutos a 4.000 rom a temperatura
ambiente. O 6dleo obtido foi analisado diretamente em cromatografia
gasosa e possuiu o aroma caracteristico do queijo. Foram encontrados
em amostras de "Blue Cheese", metilcetonas com 3, 5, 7, 9 e 11 4tomos
de carbono. Alguns ésteres tais como butirato de etila, butirato de
metila, hexanoato de etila, hexanoato de metila e octanoato de etila
também foram encontrados. Os constituintes dos queijos Cheddar e
Limburger foram também estudados e se mostraram bastante

diferentes.

NELSON (1970) desenvolveu um processo de produgédo de aroma de
"Blue Cheese" através de fermentagdo submersa utilizando inéculo rico
em esporos de P. roqueforti O meio utilizado foi de leite
homogeneizado e autoclavado adicionando-se de 1 a 3% de sal. Apobs 3
a 4 dias de inoculado, 4 a 6 % de sal adicional foi introduzido e o meio
incubado por mais 1 ou 2 dias. A temperatura utilizada foi de 21 a 25 °C
e o pH ficou entre 4,5 e 5,5. O meio foi areado numa vazdo nunca

superior a 1 litro de ar por min. por litro de meio. Uma aeragcao muito
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maior favorece a perda dos compostos volateis formados. Apods esse
periodo os niveis de metilcetonas formadas foram de 7 a 15 vezes
superiores aos encontrados nos queijos comerciais. No final do
processo, o meio foi esterilizado por sistema de ultra alta temperatura (
130°C por 4 segundos). O produto final possui teor de gordura de 4%,
proteina 5%, sal 5% e unidade 78%.

DARTEY & KINSELLA (1971) estudaram as mudang¢as na quantidade
de compostos carbonilicos, principalmente nas metilcetonas, durante o
processo de maturacdo dos "Blue Cheese". A analise foi feita
derivatizando-se o extrato hexanico das amostras dos queijos com 2 ,4-
dinitrofenilhidrazina e separando-se esses derivados utilizando-se uma
coluna recheada com celite ativada/Sea Sorb 43. As fragbes das
metilcetonas foram regeneradas com &cido sulftrico concentrado e a
concentrac@o relativa das metilcetonas individuais determinadas por
cromatografia gasosa. No inicio do processo de maturagdo o contetdo
carbonilico foi pequeno, sendo de 1,86 umol/10g de queijo seco em
metilcetonas. Ap6s 70 dias de maturagéo esse teor aumenta para 120,4
umol/ 10 g. de queijo seco. As principais metilcetonas encontradas
foram: 2-heptanona e 2-nonanona representando ambas de 50 a 94%

do total das metilcetonas presentes.

KRIVENTSOVA (1971) Comparou o total de compostos carbonilicos
presentes em queijo roqueforti e leite inoculado com Torulopsis severinii
304 ou T. secundério 642. Os principais componentes encontrados nas

trés preparagdes incluiram acetaldeido, acetona, butanona, pentanona
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e heptanona, presentes no queijo normal em quantidades de 1.90, 2.10,
1.50, 1.70 e 1.19 mg/kg respectivamente. Os queijos preparados de
leites inoculados com linhagens de Torulopsis contiveram as 5
substancias citadas em 2-3 vezes quantidades mais altas e eram

superiores ao queijo normal com relag&o ao aroma produzido.

DARTEY & KINSELLA (1973a) promoveram a oxidag&o de acido laurico
marcado radiativamente para compostos carbonilicos incluindo a série
homéloga de metilcetonas por esporos de P. roqueforti. Foi utilizado
uma concentragéo de 6,3 X 10° esporos/ml na presenca de 2mM de D-
Glicose a um pH de 6,5 e 30°C. Sob essas condicées houve de 16 a
20% de rendimento em compostos carbonilicos totais. A utilizagao de
glicose favorece a formagédo de metilcetonas e inibe a oxidagao total do
acido graxo até CO,. Uma série homéloga de metilcetonas de C, acC,,
foi encontrada, indicando haver possibilidade de interconversdo das

metilcetonas formadas.

DARTEY & KINSELLA (1973b) realizaram a oxidagdo de Palmitato de
sédio, marcado radiativamente, por esporos de P. roqueforti. A
utilizagéo de L-prolina e D-glicose favoreceu a formagéo de metilcetonas
e suprimiu a oxidagdo total de palmitato de sédio até CO,. A
concentragéo de esporos utilizada foi de 6,3 X 10® produzindo 32,4 %
de compostos carbonilicos utilizando o acido graxo na concentragéo de
SmM em presenca de 20 mM de D-glicose a 30°C e pH 6,5. Uma série

homoéloga de metilcetonas foi encontrada sendo C,5 a mais abundante.
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DWIVEDI & KINSELLA (1974a) desenvolveram um método para
produgéo de aroma de "Blue Cheese" utilizando fermentagdao submersa
de P. roqueforti em processo continuo. O esporo do fungo foi inoculado
em meio contendo 5% de extrato de malte , 2% de glicose e 0,5% de
extrato de levedura. Apé6s 5 dias a 25°C, uma pequena quantidade de
esporos foi retirada da superficie do micélio formado e inoculado em um
meio contendo 1,5 mg de agua de maceracdo de milho e sacarose / 10
ml de meio. Apés 3 dias de incubacdo a 25°C, o micélio formado foi
colocado em meio contendo gordura de leite previamente lipolisada por
lipase pancreatica. A suspensdo do micélio e a gordura foram
constantemente bombeadas para o meio de fermentagdo. Uma aeracéo
de 1 litro de ar por minuto por litro de meio foi utilizada. O efluente foi
coletado e mantido sob 4°C e pode ser usado como aroma natural de

"Blue Cheese".

DWIVEDI & KINSELLA (1974b) estudaram a relagéo da quantidade de
acidos graxos livres e a quantidade de metilcetonas produzidas por
micélio de P. roqueforti O micélio foi produzido por inoculagdo dos
esporos em meio malte e incubado a 25°C por 4 dias. O micélio
produzido cresce em agua de maceragéo de milho e sacarose 1g/10 ml
de meio a 25°C e pH 4-5,5 com aeragéo de 1 litro de ar por minuto por 1
litro de meio. Depois de 4 dias o micélio foi coletado e usado para
produgdo dos compostos carbonilicos. Micélio jovem (24 horas) foi
inoculado em gordura de leite, previamente lipolisada, a 25°C com
agitagdo. Grandes quantidades de acidos graxos livres ( 39 a 52

umoles/ g de gordura) aumentam a fase lag , no entanto, produzem,
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num tempo maior, uma quantidade maior de metilcetonas do que
concentragbes menores de 4acidos graxos livres. As principais
metilcetonas encontradas foram 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona

e 2-undecanona.

JOLLY & KOSIKOWSKI (1975a) descreveram um método de produc¢ao
de aroma de "Blue Cheese" com soro e gordura de leite ou gordura de
coco através de esporos de P. roqueforti O produto fermentado
alcangou aroma tipico com 48-72 horas de fermentagcdo a 20°C. As
concentragbes de compostos carbonilicos, compostos monocarbonilicos
e metilcetonas foram de 351, 322 e 299 Mmoles/10g soro de leite acido
e 139, 133 e 93 umoles/10 g de soro de leite doce respectivamente. 2-
heptanona e 2-nonanona foram as metilcetonas principais numa
concentragéo 4-5 vezes mais alta no substrato de soro de leite acido
manteiga ou gordura de coco quando comparado com soro de leite
doce. O produto final teve aproximadamente 20% gordura e 9.0%
proteina. A adi¢éo de lipases microbianas proporcionou a producio de
acidos graxos livres para a continua produgdo de compostos

carbonilicos.

JOLLY & KOSIKOWSKI (1975b) produziram aroma natural de "Blue
Cheese" a partir de adigdo de esporos de P. roqueforti e lipase
microbiana (Aspergillus oryzae) @ um meio contendo creme de leite
pasteurizado. Foi possivel adicionar ao meio gordura de coco e soro de
leite. A mistura foi mantida a 20°C por 48 horas, a 200 rem. Depois

desse tempo o aroma produzido foi concentrado por atomizagdo. O
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produto final contém a textura e o sabor muito parecidos com o do

queijo.

FAN et. al. (1976) estudaram a formacdo de metilcetonas durante o
processo de germinagdo de esporos de P. roqueforti Os esporos
(107/ml) foram incubados num meio contendo 2% de agua de
maceracéo de milho , 1,5% de sacarose e 0,4 mg/ml de Streptomicina
para inibir o crescimento bacteriano. O meio foi mantido a 30°C com
agitagcéo de 110 rpm. Os frascos foram retirados e centrifugados em
diferentes estagios de crescimento celular. As células foram entdo
classificadas de acordo com seu estagio de desenvolvimento. A
suspenséo de células foi incubada na presenca de acido octandico em
tampéo fosfato pH 6,5 a 30°C. Foi observado que, tanto esporos, quanto
micelio, foram capazes de produzir metilcetonas a partir de acidos
graxos, no entanto, a eficiéncia de produzir metilcetonas foi maior

durante o processo de germinagédo dos esporos.

KINDERLERER & KELLARD (1984) estudaram o tipo de decomposigao
que ocorreu com gordura de coco apés inoculagdo de 4 espécies de
fungos: Eutorium amstelodami, E. chevalieri E. herbariorum e P.
citinum. Apo6s 30 dias de incubag&o, foi observado o surgimento de
uma série homéloga de metilcetonas alifaticas e os respectivos alcoois
secundarios. Os principais compostos encontrados foram: 2-heptanona,
2-nonanona e os alcoois 2-heptanol e 2-nonanol, o que representa a
ocorréncia de uma [-oxidagdo parcial dos acidos graxos da gordura.

Esse trabalho mostrou que a principal biodeterioragdo da gordura de
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coco foi a lipdlise que ocorreu com os triglicerideos e a posterior
oxidagdo desses Aacidos graxos até metilcetonas. Esse tipo de
degradagdo faz surgir a rancidez ceténica, que por vezes tem sido
ignorada no controle de qualidade de certas gorduras. Esse tipo de
decomposi¢do ocorre, principalmente, quando ocorre a contaminagao

dessas gorduras com fungos.

OKUMURA & KINSELA (1985) incubaram micélio de P. camemberti em
um sistema modelo contendo lipideos de leite numa concentragéo de 45
mM, a uma temperatura de 27°C e pH 6,8. Houve a formacgao de acidos
graxos livres e principalmente de compostos carbonilicos, dos quais
60% eram constituidos de metilcetonas. Dessas metilcetonas formadas,
2-nonanona e 2-undecanona foram as que tiveram maior porcentagem
relativa. A adigéo de lipase ao sistema de produgdo das metilcetonas
favorece o aparecimento das mesmas aumentando sua concentracao
final, pois esse tipo de enzima disponibiliza os acidos graxos para
sofrerem posterior oxidagdo até metilcetonas. Observou-se também
que, no sistema contendo lipase, houve um menor crescimento do
micélio. A adicdo de acidos graxos livres ( laurico e oleico ) tende a

diminuir o nivel de metilcetonas formadas.

KINDERLERER (1987) descreveu a conversdo de 6leo de coco a
metilcetonas por duas espécies de fungos Aspergillus ruber e A.
repens. Esses microrganismos metabolizam 6leo de coco como Unica
fonte de carbono até metilcetonas, e até pequenas concentracdes de

alcoois secundarios. O produto da fermentacdo foi extraido com
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solvente e analisado por GC/MS. A fermentacdo foi feita em
erlenmeyers de 250 ml contendo 6leo de coco, meio Czapek modificado
e glicerol. Foram adicionadas suspensdes dos esporos e mantidas por 5
dias, a 60 rpm e a 25°C. As principais metilcetonas encontradas foram:
2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona 2-undecanona e 2-tridecanona.
A maior concentragdo encontrada foi de 2-undecanona pois o acido
laurico foi o principal constituinte da gordura de coco, no entanto, a

maior taxa de converséao foi a de 2-nonanona a partir de acido caprico.

LARROCHE et. al. (1989) promoveram a biossintese de 2-heptanona a
partir de acido octanéico por esporos de P. roqueforti imobilizados em
alginato de calcio e eudragit RL. Um gel de alginato de calcio incluso em
um copolimero (eudragit RL) foi utilizado para imobilizar os esporos no
intuito de se promover uma maior estabilidade na formagdo das
metilcetonas. O meio de biotransformacgéo foi constituido de Sumol de
octanoato de sodio, 167 pg/ml de cloranfenicol, 0,5 mg/ml de L-alanina
e 1 g/150 ml de meio de biocatalisador (esporo imobilizado), na
concentragdo de 2 X 107 esporos por ml de meio. Foi determinado que
os géis de alginato possuem baixa estabilidade na presenca de tampao
fosfato entretanto a presengca de uma mistura, alginato de calcio e o
copolimero eudragit RL, aumenta a resisténcia do gel formado,
entretanto nao foi suficiente para aumentar a resisténcia da imobilizagao
frente a esse tipo de tamp&o. Foi desenvolvido entdo um sistema sem
tamponamento utilizando octanoato de sédio para produgdo de

metilcetonas.
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LARROCHE & GROS (1989) desenvolveram uma metodologia para
transformagéo de &acido octandico a 2-heptanona por esporos de P.
roqueforti imobilizados em alginato de calcio e eudragite RL através de
bateladas e processo continuo. O meio de transformac&o consiste de
acido octandico ou octanoato de sédio , 0,2ml/L de etanol (ativador) e
167 mg/L de cloranfenicol. O pH foi ajustado para 5,5-6,5 com HCI ou
NaOH e 2,33 g do gel contendo 2 X 107 cels./ml de meio. O processo foi
monitorado através da medida de volume de HCI gasto para manter o
pH idéntico ao inicial devido a reacgéo de equilibrio acido/base do acido

octandico/octanoato de sddio.

YAGI, et. al. (1989) isolou de amostras de solo uma linhagem de
Trichoderma sp. capaz de metabolizar ésteres de acidos graxos até
metilcetonas com um atomo de carbono a menos que o acido original.
O meio de cultivo foi composto de meio basal adicionado de tricaprina
como unica fonte de carbono. Depois de 5 dias de incubagdo a 28°C o
meio foi centrifugado e um dleo foi separado e dissolvido em
cloroformio. Utilizou-se cromatografia gasosa acoplada a detetor
seletivo de massas para identificagdo dos compostos formados. A Gnica
metilcetona formada foi a 2-nonanona. N&do houve formagdo quando
tributirina foi utilizada como Unica fonte de carbono. Quando se utilizou
tricaproina, tricaprilina, tricaprina, houve a formagéo de 2-pentanona (60
mg/100 ml de meio), 2-heptanona (100 mg/100 ml de meio) e 2-
nonanona (208 mg/ 100 ml de meio) respectivamente. Quando 6leo de
babagu foi utilizado como substrato houve formacéo de 2-heptanona (4

mg/100 ml de meio), 2-nonanona (5mg/100 ml de meio), 2-undecanona
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(29 mg/100 ml de meio) e 2-tridecanona (1 mg/100 ml de meio). N&o se
observou produgdo de metilcetonas na presenca de trilaurina,
trimiristina, tripalmitina e acido caprico. No entanto caprilato de metila e
de etila renderam a formagdo de 8 e 21 mg/100 m! de meio

respectivamente.

LLANO et. al. (1990) estudaram a composicdo dos componentes
volateis de "Blue Cheese" artesanal denominado Gamonedo. Foi
utilizada a técnica de extragdo/destilagdo simultaneas (SDE) do queijo
obtendo-se um 6leo que foi diretamente analisado através da técnica de
cromatografia gasosa acoplada a detetor seletivo de massas. Foram
identificados aproximadamente 40 compostos dos mais de 100 isolados.
Os principais constituintes encontrados foram 2-nonanona, 2-
heptanona, decanoato de metila, 2-tridecanona, entre outros. Foi
estudada também a variagdo de alguns compostos, principalmente as
metilcetonas, durante o processo de maturacdo desses queijos.
Observou-se que em 60 dias houve o pico maximo de metilcetonas
sendo 2-nonanona o maior constituinte ( 100 ug/ g de queijo). Os
alcoois secundarios derivados das metilcetonas aparecem em
concentragdo maxima em aproximadamente 65 dias na concentragdo

de 15 pg/g de queijo, no caso do 2-nonanol.

YAGI et. al. (1990) realizaram o isolamento e selecdo de
microrganismos produtores de metilcetonas em meio contendo
tricaprina ou 6leo de babagu. Vinte e duas espécies foram selecionadas

como produtoras dessas substancias. Esses microrganismos foram
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divididos em duas classes distintas: os produtores a partir de tricaprina
e com baixa produgéo a partir de 6leo de babagu e a segunda com alta
producéo nos dois substratos. Espécies de Fusarium e Trichoderma sao
representantes do primeiro grupo enquanto Penicillium, Aspergillus e
Cladosporium sdo representantes do segundo grupo. Quatro espeécies
de Aspergillus foram identificadas como produtoras de metilcetonas e
séo elas: Aspergillus niger, A. wentii, A. terreus e A. oryzae, produzindo

preferencialmente 2-nonanona a partir de tricaprina.

FRUTOS et. al. (1991) realizaram estudos de caracterizacdo dos
compostos volateis responsaveis pelo aroma de alguns tipos de queijo
utilizando cromatografia gasosa acoplada a detetor seletivo de massas.
Foi encontrada uma série de metilcetonas homélogas em algumas
especies de queijo artesanal produzidos pela adigdo de fungo a massa
do queijo fresco. Foram identificados aproximadamente 46 compostos
dentre os quais se destaca a presenga de grandes quantidades de

alcoois secundarios e de acidos graxos livres.

HATTON & KINDERLERER (1991) verificaram que o processo de
transformagdo de 4&cidos graxos livres de cadeia média para
metilcetonas por linhagem de P. crustosum se trata de um sistema de
desintoxicacao, ja que esses acidos graxos mostraram ter efeito inibidor
no crescimento desse fungo. O indice de inibicdo varia com a
mudanga de pH, concentragcdo e tamanho da cadeia carbénica desses
acidos. O pH étimo de formagao de metilcetonas foi de 6,4 sendo a

concentragdo minima inibitéria de 32,5 mMol, 20,0 mMol e 10 mMol
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para os acidos hexandico, octandico e decandico respectivamente. A
ordem de toxicidade dos acidos graxos encontrada foi C''> C° > C'2 >
C®> C°S,

KIM & LINDSAY (1991) relataram diferenga na constituicdo dos acidos
graxos presentes em queijos produzidos por leite de vaca (Blue,
Cheddar, ovelha (roqueforti) e cabra. Queijos produzidos com leite de
cabra possuem uma grande quantidade de acido hexandico, octandico e
decandico, o mesmo ocorrendo com queijos produzidos com leite de
ovelhas. Alguns outros acidos de cadeia média ramificados também

foram encontrados.

PANNEL & OLSON (1991) desenvolveram um sistema para produgéo
de metilcetonas baseado em utilizagdo de gordura de leite , lipase
pancreatica e esporos de P. roqueforti microencapsulados. 10 g. dessas
microcapsulas foram incubadas a 10°C para produgdo das metilcetonas,
que foram analisadas por “headspace” acoplado a cromatografia
gasosa. As principais metilcetonas produzidas foram 2-pentanona, 2-

heptanona e 2-nonanona na concentragdo de 15 mg / g de capsulas.

CREULY et al. (1992) produziram metilcetonas a partir de acidos graxos
de cadeia média ( de 6 a 10 atomos de carbono) através de
bioconversdo por esporos de P. roqueforti em um sistema bifasico
agua/solvente orgénico. A fase organica consiste de isoparafina
industrial que possui como maior constituinte tetradecano. A reagéo foi

iniciada com esporos dormentes que mostraram possuir uma alta
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atividade biocatalitica. A concentragdo de esporos no meio foi de 2 X
10° esporos por ml de meio. A concentragso de 4cidos graxos utilizadas
variou de 20 a 150 mM. Esse método obteve como melhores resultados
a producéo de 21 g/l de 2-pentanona, 73 g/l de 2-heptanona e 57 g/l de

2-nonanona.

KRANZ et. al. (1992) descreveram a conversdo de acidos graxos de
cadeia curta até metilcetonas por Monascus purpureus em niveis
préximos do conseguido com P. roqueforti As mesmas regulacées
metabdlicas foram encontradas. O tamanho da cadeia influencia a
produgdo sendo o rendimento da transformag&o para o acido hexanéico
de aproximadamente 100% e ja para o Aacido laurico de
aproximadamente 5%. A concentragdo influencia no tempo necessario
para a transformagéo sendo que quanto maior a concentragio maior a
fase lag, porém uma maior concentracio de metilcetona final sera
obtida.

van der SCHAFT, et. al. (1992) descreveram a produgdo de 2-
heptanona a partir de acido octanéico por Fusarium poae utilizando um
meio contendo glicose, asparagina, tiamina e elementos tragos. O meio
foi mantido a 30°C e 200 rpm por 3 dias. O rendimento da fermentagéo
poder ser aumentado se o produto formado for retirado do meio por
arraste com gas e adsorvido em resina Amberlite XAD-4. Obteve-se 61
mg@/100 ml de meio de 2-nonanona e outras metilcetonas em

quantidades menores.
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CHARLIER & CROUZET (1993) utilizaram esporos de P. roqueforti
isolado de queijo roqueforti comercial em meio sintético contendo
sacarose, fontes de nitrogénio (uréia, prolina ou asparagina) e 6leo de
soja. Quando uréia foi usada como unica fonte de nitrogénio,
combinagdes de metilcetonas C11-C17 foram encontradas. Outros
compostos tais como oct-1-en-3-ol, aldeidos n&o saturados, p-cimeno,
limoneno, beta-elemeno, alfa-cedreno, além de outros 20 compostos

nao identificados foram encontrados.

JOLLIVET & BELIN (1993) estudaram a composicdo dos compostos
volateis produzidos por 10 linhagens de P. camemberti utilizando um
meio de cultura baseado em leite, creme de leite, caseina hidrolisada e
glicose. O microrganismo foi inoculado e o meio deixado a 110 rpm a
25°C por 4 a 14 dias. As amostras extraidas foram analisadas por
cromatografia gasosa. Os principais compostos produzidos foram
acidos butanédico, hexandico e octandico, as metilcetonas 2-nonanona
seguida de 2-heptanona, alguns alcoois secundarios e varios outros
compostos minoritarios. Das 10 linhagens estudadas quatro se
mostraram altamente produtoras de metilcetonas na faixa de 50 a 60

ppm e outras quatro produziram menos que 20 ppm.

LARROCHE et. al. (1994) descreveram que esporos de Penicillium
roqueforti podem converter acidos graxos em metilcetonas para produzir
aroma de "Blue Cheese" que pode ser usado em molhos de salada,
sopas, bolachas, e bolos. Sintese de 2-heptanona a partir de acido de

octanbico por esporos de Penicillium roqueforti (ATCC 64383) foi

29



investigado em um sistema de pH controlado. Altas taxas de
bioconversédo (0.55 mMol 2-heptanona/l/h) foi alcangada nas primeiras
25-70 h; estas taxas diminuiram subseqlientemente devido a
germinagéo e crescimento do biocatalisador. A duracéo deste periodo
inicial altamente produtivo poderia ser aumentado limitando O, ou
diminuindo o numero de esporos no meio para menos de 107
esporos/ml, mas ambas as condigbes resultaram em taxas de
bioconversdo diminuidas. Estudos bioenergéticos e metabdlicos do
periodo 25-70 h revelaram que etanol agiu como uma fonte de energia
para as células, e que as células comegaram a germinar quando o

etanol havia terminado.

TAYLOR (1995) monitorou a formagdo de aroma de "Blue Cheese" por
Cromatografia Gasosa “on-line” utilizando 8 culturas diferentes de P.
roqueforti. O meio consiste de creme de leite, 4gua e foi mantido com
agitacdo de 400 rpm a 25°C por 8 a 29 dias. O monitoramento foi feito
determinando-se os niveis de produgédo de 2-pentanona do fermentado
‘on-line”. O maximo de 2-pentanona obtido foi de 100 ppm. O produto
final foi entdo esterilizado sob pressdo a altas temperaturas por curto
tempo, no entanto mesmo nessas condi¢gbes geralmente foi perdido
metade da quantidade de 2-pentanona produzida no fermentador devido

a sua grande volatilidade.
LARROCHE et. al. (1996) monitoraram a concentragéo interna de

substratos durante a biossintese de 2-heptanona por esporos de P.

roqueforti. Foi observado que os acidos graxos livres penetram o interior
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celular dos esporos e se acumulam na parede celular e membranas,
sendo esse acumulo reversivel. A biotransformagdo se processa no
interior da célula e a sua velocidade foi limitada pela velocidade de
entrada de acido graxo livre na célula. O processo de entrada desses
acidos envolve um consumo de energia e um efluxo de prétons

acompanha a entrada desses acidos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Materiais

3.1.1. Reagentes e Materiais Especificos

3.1.2. Reagentes quimicos: acidos, bases, solventes (Merck, Synth, ou

equivalente).

Matéria prima : creme de leite de vaca e creme de leite de cabra
produzidos no Departamento de Tecnologia de Alimentos da FEA
Unicamp. Edenor EV 85 KR, substrato comercial marca Henkel

composto de uma mistura de triglicerideos de acido capréico e caprilico

Meios de cultura: (PDA) Potato Dextrose Agar (DIFCO), farelo de trigo

(comercial).

Padrées Cromatograficos: 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona, 2-

undecanona, Acido caproéico, Ac. Caprilico, Acido Caprico (Aldrich).

Colunas Cromatograficas : Cpsil 5CB (Chrompack) , Shimadzu S5
(Shimadzu).

Adsorventes cromatograficos : Adsorvente para extragdo de

Compostos lipofilicos Extrelut (Merck).
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3.1.2. Equipamentos:

o Estufas bacteriol6gicas Fanen mod. 002 CB

¢ Centrifuga refrigerada Beckman mod. J2-21

¢ Balanca Analitica Mettler mod. H-10

e Cromatografo Gasoso Chrompack modelo CP 900X

e Cromatégrafo Gasoso acoplado a Detetor Seletivo de Massas
Shimadzu, modelo QP 5000

¢ Shaker refrigerado New Brunswick Scientific mod. G25

e Shaker com banho maria New Brunswick Scientific mod. G76

e Shaker refrigerado programavel INNOVA 4335
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3.2. Métodos

3.2.1. Produgao de suspensao de esporos

Em tubos contendo o meio agar batata dextrosado (PDA) inclinado a
linhagem n° 1099 de Aspergillus sp. foi inoculada e os tubos mantidos
durante 4 dias a 30°C. Foram entéo adicionados em cada tubo 10 mi de
agua estéril, a superficie do meio foi raspada e a suspenséo de esporos
foi homogeneizada em um Erlenmeyer também estéril e o nimero de

células obtidos através de contagem em camara de neubauer.

3.2.2. Producdo da Lipase

3.2.2.1. Producao da Suspensao Enzimatica Bruta

Em frascos Erlenmeyer de 500 ml foram adicionados 20 g de um meio
composto de farelo de trigo:agua - 7:3 (p:p). Os frascos foram
previamente esterilizados a 121 °C, a pressdo de 1 atm., por 15
minutos. Adicionou-se entdo 1 ml de uma suspensido de esporos e
agitou-se vigorosamente. Os frascos foram encubados por 72 horas a
30°C.

Apés o periodo de incubagdo foram adicionados 100 ml de agua
destilada, o meio foi agitado lentamente por 15 minutos e entdo deixado
em repouso por 1 hora. A mistura foi filtrada sobre papel de filtro

Whatman n° 1 obtendo-se assim a suspensdo enzimatica bruta.
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3.2.2.2. Producdo da Suspensao Enzimatica Bruta liofilizada

A suspensdo bruta obtida anteriormente foi saturada com sulfato de
amodnio até 80%. A mistura foi deixada em repouso por doze horas a
4°C, e entédo centrifugada a 7000 rpm por 15 minutos, separando-se o
precipitado. Este foi dialisado em membrana de acetato de celulose por

48 horas a 4°C e entéo liofilizado.

3.2.2.3. Producao de suspensido Enzimatica Bruta livre de esporos

A suspensédo enzimatica bruta foi mantida sob leve agitagdo em banho
de gelo por 15 min. com 20 % em peso de celite. Foi feita a filtragdo em
funil de placa sinterizada mantendo-se o filtrado sob banho de gelo.

Obteve-se assim uma suspensao enzimatica bruta, livre de esporos.

3.2.3. Determinagédo da Atividade Lipolitica

A atividade da lipase foi determinada incubando-se uma mistura de
reacdo composta de 1 ml da suspensédo enzimatica a ser testada, 4 ml
de solugdo tampéo acetato pH 5,6 0,05 M, 1 g de gordura de leite de
cabra, obtida por centrifugagéo do leite de cabra a 40°C a 7000 rpm por

10 minutos.
A mistura foi incubada a 40°C, por 60 minutos em banho maria

termostatizado com agitacdo de 130 oscilagbes por minutos. A reacgéo
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foi paralisada adicionando-se 15 ml de acetona/etanol 1:1 (v:v). Os
acidos graxos liberados foram titulados contra solugdo de KOH 0,05 N,
utilizando-se fenolftaleina como indicador.

Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima que
libera 1 umol de acido graxo por minuto de reagéo nas condigées acima.
O calculo da atividade enzimatica foi feito utilizando-se uma curva

padréo de acido caprilico versus o volume de KOH 0,05 N gasto.

3.2.4. Caracterizacio dos Principais Acidos Graxos presentes nos

substratos

Os cremes de leite de cabra e de vaca, assim como o substrato
comercial Edenor EV 85 KR (aproximadamente 100 mg) foram
transferidos para tubos de ensaio e adicionados 5 ml de KOH 0,5 M em
metanol. O tubo foi fechado com tampa de rosca e deixado em banho

maria fervente por 4 minutos.

Apos esfriados sob agua corrente foram adicionados 5 ml de solugéo de
BF; eterato em metanol. Os tubos foram novamente colocados em
banho maria fervente por mais 5 minutos. Apés esse periodo adicionou-
se ao meio 4 ml de solugdo saturada de NaCl e agitou-se por 30

segundos.

Adicionou-se entdo 5 ml de Hexano destilado agitando-se por 30

segundos. Depois de repousar por 15 minutos a fase organica foi
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cuidadosamente transferida para frasco lacrado e guardado sob

refrigeragéo.

A solugdo obtida anteriormente foi analisada em Cromatégrafo Gasoso
acoplado a detetor seletivo de massas Shimadzu, modelo QP 5000,
utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida (60 m X 0,25 mm X
0,25 um) Shimadzu S5. O detetor foi mantido em 280 °C e o injetor a
250°C. O forno foi aquecido a 60°C por 2 min. e elevado até 100°C
numa razdo de 4°C/min., permanecendo nessa temperatura por 5 min.
e, entdo aquecido até 300°C numa segunda razdo de 15°C/min. e
mantido na temperatura final por 5 minutos. O potencial de ionizagéo do
detetor utilizado foi de 72 eV.

3.2.5. Producao das Metilcetonas

O meio para obte‘ngéo das metilcetonas de interesse foi composto de 1g
de creme de leite de cabra ou de creme de leite de vaca ou Edenor EV
85 KR, (pesados com exatiddo de 0,1%), 9 ml de tampéao “adequado” e
1 ml da suspensdo enzimatica a ser testada. Transferido para frascos

lacrados foram mantidos por 96 horas a 30°C sob agitagdo ( 100 rpm).
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3.2.6. Extracao das Metilcetonas

Os frascos foram contaminados com 1 ul de padrao interno (6-metil- 2-
heptanona), deslacrados e imediatamente vertidos sobre uma coluna de
20 cm de comprimento e 5 cm de didmetro, recheada com 10 g de
Extrelut®. As amostras foram entéo eluidas duas vezes com um volume
de 25 ml de diclorometano e por mais duas vezes com 5 ml do mesmo
solvente e o eluato coletado diretamente em baldo volumétrico. O
volume foi entdo ajustado para 50 ml e as amostras guardadas em

frascos hermeticamente fechados a -15 °C.

3.2.7. ldentificagcao das Metilcetonas

3.2.7.1. Cromatografia Gasosa acoplada a Detetor Seletivo de

Massas

A solugcdo de metilcetonas foi injetada num cromatégrafo gasoso
acoplado a detetor seletivo de massas Shimadzu, modelo QP 5000,
utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida (60 m X 0,25 mm X
0,25 um) Shimadzu S5. O detetor foi mantido em 280 °C e o injetor a
250°C. O forno foi aquecido a 60°C por 2 min. e elevado até 100°C
numa razao de 4°C/min. permanecendo nessa temperatura por 5 min. e,
entdo aquecido até 300°C numa segunda razado de 15°C/min. e mantido
na temperatura final por 5 minutos. O potencial de ionizagédo do detetor
utilizado foi de 72 eV .
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3.2.7.2. indice de Retengao das Metilcetonas

As metilcetonas identificadas por cromatografia gasosa acoplada a
detetor seletivo de massas tiveram sua identificagdo confirmada
calculando-se o indice de retengdo em cromatégrafo gasoso com
detetor de ionizagdo de chama (FID) relativo @ uma mistura de
hidrocarbonetos lineares dos picos da amostra e dos picos dos padrdes

auténticos.

O indice foi calculado tanto para a amostra quanto para os padrées

usando-se a seguinte férmula:

IR = (Trx-Tren-1) X (Cn-Cn-1) X 100
XCn-1

Tren - Tren-1

onde :

IR = indice de Retengéo

T« = Tempo de retengéo da substancia em questéo
T, .n = Tempo de retencdo do hidrocarboneto que possui tempo de
retencéo apés o T,,

T, cn1 = Tempo de retengédo do hidrocarboneto que possui tempo de
retengao anterior ao T,,

C, = Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com T

rcn

C.« = Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com T, ,, 4
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3.2.8. Analise Quantitativa por Cromatografia Gasosa

A solugédo das Metilcetonas foi injetada num cromatégrafo Chrompack
modelo CP 900X utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida CP
Sil 5CB (60 m X 0,25 mm X 0,25 um). O detetor foi mantido em 280 °C
e o injetor a 250°C. O forno foi aquecido a 60°C por 2 min. e elevado até
100°C numa razao de 4°C/min., permanecendo nessa temperatura por 5
min., e entdo aquecido até 300°C numa segunda razdo de 15°C/min. e

mantido na temperatura final por 5 minutos.

A quantificagdo das metilcetonas foi feita contra o padrdo interno,
monitorando-as relativamente a curva de calibracdo dos padrées

auténticos de 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona.

3.2.9. Efeito do substrato na produgao de Metilcetonas

Foram testadas trés diferentes fontes de acidos graxos para a produgéo
de metilcetonas: creme de leite de vaca, creme de leite de cabra e
Edenor EV 85 KR ( triglicerideos de acido capréico e caprilico).

Foram adicionados 1g da gordura a ser testada, 1 ml da suspenséao
enzimatica e 9 ml de tampéo acetato 0,05 M pH 4,5. Os frascos foram

incubados por 96 horas a 30°C.
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3.2.10. Efeito da concentragdo do substrato Creme de Leite de

Cabra na producao de Metilcetonas

Foram adicionados 1, 2, 5, 10 e 15 g de creme de leite de cabra , 1 mi
da suspensdo enzimatica bruta e 9 ml de tampéao acetato 0,05 M pH

4,5, Os frascos foram incubados por 96 horas a 30°C.

3.2.11. Efeito do pH na producao de Metilcetonas

Foram adicionados em frascos ( 20 ml), 1 g de creme de leite de cabra,
1 ml de suspensdo enzimatica bruta, e 9 ml de diferentes solugdes
tampao, tais como: tampao acetato 0,05M pH 4.0 , 4.5, 5.0 e tampéo
fosfato 0,056M pH 6.0 .

A mistura foi mantida por 96 horas a 30°C com agitagédo de 100 rpm.
Apoés esse periodo foi feita extragdo e quantificagdo das metilcetonas,

como descrito anteriormente.

3.2.12. Efeito da Temperatura na producdo de Metilcetonas

O efeito da temperatura na produg¢do de metilcetonas foi determinado

utilizando-se as temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C, sendo amostras

retiradas a cada 24 horas. O sistema de reagdo foi preparado pela

adicdo de 1g da creme de leite de cabra , 1 ml da suspenséo enzimatica
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bruta e 9 ml de tampao acetato 0,05 M pH 4,5. Os frascos foram

incubados por 96 horas nas temperaturas citadas anteriormente.

3.2.13. Efeito do Tempo de Reagdo na producio de Metilcetonas

Um mililitro da suspensao enzimatica bruta ou da suspensao de esporos
foram incubados com 9 ml de tampéo acetato 0,05 M pH 45 e 1 g de
creme de leite de cabra ou creme de leite de vaca.

A temperatura foi mantida em 30°C durante o processo de incubagédo
com agitagédo de 100 rpm por 120 horas. As amostras foram retiradas a

cada 24 horas.

3.2.14 Importancia da presengca de esporos na produgdao de

metilcetonas

Foi testada a produgdo de metilcetonas por uma suspensao livre de

esporos.

Em frascos Erlenmeyer foram adicionados 1 g de creme de leite de
cabra ou de vaca, 9 ml de tampéo acetato 0,05 M, pH 4,5 e 1 ml da
suspensdo enzimatica livre de esporos. Os frascos foram incubados por
96 horas sob agitacdo de 100 rpm, permanecendo durante esse tempo
a 30°C.
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3.2.15. Efeito da concentracao de esporos na produgdo de

metilcetonas

Foram incubados em frascos 1 g de creme de leite de cabra, 9 ml de
tampéo acetato 0,05M pH 4,5 e 1 ml de uma suspensédo de esporos
com uma concentragéo de 6,8 X10°, 6,8 x10’e 6,8 X108,

Os frascos foram mantidos por 144 horas a 30°C sob agitagdo de 100

rpm, sendo retiradas amostras a cada 24 horas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma nova linhagem de fungo foi isolada e selecionada por COSTA
(1996) como boa produtora potencial de lipase extracelular, que
apresentou como caracteristica bioquimica, especificidade para acidos

graxos de cadeia média ( Cg, Cg, Cyg ).

O microrganismo apresentou crescimento moderado em meio PDA
(Potato-Dextrose-Agar), quando incubado a 30°C, e pigmentag&o verde.
De acordo com as caracteristicas morfolégicas e taxonémicas descritas,

trata-se de fungo pertencente ao género Aspergillus, COSTA (1996).

4.1. Determinacdao da atividade lipolitica de suspensoes

enzimaticas em relagao a diferentes substratos.

Por ser necessaria a presenga de acidos graxos livres no sistema para
a produgédo de metilcetonas pelos esporos, uma boa atividade lipolitica
se torna indispensavel a um sistema de biocatdlise dessas substancias,
principalmente porque o substrato é formado de triglicerideos, por
exemplo, creme de leite de cabra e vaca, que necessitam ser

hidrolisados.

Assim nos diferentes sistemas testados para produgédo de metilcetonas

foi realizado o monitoramento da atividade lipolitica.

A Tabela 1 ilustra os dados obtidos.
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TABELA 1 - Atividade lipolitica das suspensdes enzimaticas de

Aspergillus sp. n° 1099

Substrato
Tipo de creme de creme de Edenor EV  é6leo de
suspensao leite de cabra leite de vaca 85 KR oliva
pmoles acido pmoles acido pmoles acido pmoles acido
caprilico/min./ml caprilico/min./ml caprilico/min./ml oleico/min./m!
de esporos - - - -
enzimatica 2,12 1,1 2,4 0,07
bruta
enzimatica 2,8 1,4 3,2 0.12
bruta
liofilizada
enzimatica 2,13 1,15 2,5 0,09

bruta livre de

esporos

Nota-se que a suspenséo de esporos ndo apresentou atividade lipolitica

frente a nenhum substrato testado e que as outras suspensdes

utilizadas possuem atividades préximas.

Foi verificado especificidade da atividade da lipase desta linhagem para

acidos graxos de cadeia média (capréico, caprilico e caprico) assim
como descrito por COSTA (1996 ) .

Com relagéo ao tipo de suspensdo a ser utilizada é importante lembrar

que a suspenséo bruta liofilizada pode apresentar maior estabilidade e
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facilidade de manuseio, em comparagdo com suspensdo enzimatica

bruta.

LAWRENCE (1966) demonstrou que suspensdes de esporos de P.
roqueforti sdo capazes de transformar acidos graxos de cadeia média

em suas respectivas metilcetonas.

DWIVEDI & KINSELLA (1974a) utilizaram gordura previamente
lipolisada na obtengédo de aroma de "Blue Cheese" através de

fermentagdo submersa de esporos de P. roqueforti.

JOLLY & KOSIKOWSKI! (1975) produziram aroma natural de "Blue
Cheese" através da utilizagdo de esporos de P. roqueforti e lipase de

Aspergillus oryzae em meio contendo creme de leite pasteurizado.
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4.2. ldentificagdo por cromatografia gasosa acoplada a detetor
seletivo de massas, dos principais acidos graxos presentes nos

substratos utilizados na produgao de metilcetonas.

4.2.1.Creme de Leite de Cabra

A Tabela 2 mostra a composicdo do creme de leite de cabra com
relagéo aos seus acidos graxos, identificados por cromatografia gasosa

acoplada a detetor seletivo de massas.

TABELA 2: Principais acidos graxos presentes em creme de leite

de cabra
Acido Graxo tempo de retencao Porcentagem relativa
(min.) %

Acido Capréico 10,3 6,9
Acido Caprilico 17,6 5,8
Acido Céaprico 32,4 7,9
Acido Laurico 38,7 25
Acido Miristico 43,8 3,7
Acido Palmitico 45,8 16,8
Acido Estearico 47,5 14,6
Acido Oleico 48,7 30,5

Outros 11,3
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4.2.2. Creme de Leite de Vaca
Os principais acidos graxos do creme de leite de vaca foram
identificados por cromatografia gasosa/espectrometria de massas e os

resultados estao descritos na Tabela 3.

TABELA 3: Principais acidos graxos encontrados em creme de leite

de vaca.
Acido Graxo tempo de retengdo Porcentagem relativa
(min.)

Acido Caproéico 10,3 2.1
Acido Caprilico 17,6 1,2
Acido Caprico 32,4 272
Acido Laurico 38,7 2,1
Acido Miristico 43,8 6,4
Acido Palmitico 45,8 23,5
Acido Estearico 47,5 14,4
Acido Oleico 48,7 29,5
Outros 18,6

Como pode se observar, existe uma grande diferenga entre os dois
substratos pois o creme de leite de cabra possui uma maior
concentragédo dos acidos graxos de cadeia média (capréico, caprilico e

caprico) em relagdo ao creme de leite de vaca.
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A linhagem n° 1099 de Aspergillus sp. selecionada para este trabalho
apresentou producéo de lipase com especificidade para acidos graxos
de cadeia media (COSTA 1996), que sdo os principais precursores das
metilcetonas 2-pentanona, 2-heptanona e 2-nonanona as mais
abundantes no aroma tipico de "Blue Cheese" ( PATTON 1950 ).
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4.3. Extragao das Metilcetonas

Na literatura é relatada a utilizagdo de métodos classicos de extragdo
liquido/liquido usando diversos solventes ou misturas deles com a
finalidade de separar as metilcetonas das mais diversas matrizes, tais
como : queijos, meios de fermentagdo, entre outros (FRUTOS et. al.
1991)

Também s&o relatados métodos que utilizam a derivatizacdo dos
compostos carbonilicos presentes no aroma com o reagente 2,4
dinitrofenilhidrazina formando as respectivas hidrazonas que sdo entdo
separadas dos outros constituintes e, em meio acido, regeneram os
compostos originais (SCHUWARTZ & PARKS 1963).

Mais recentemente foi descrita a metodologia que utiliza o “headspace”
do meio de cultura e posterior analise por cromatografia gasosa. Esse
método, dentre todos, parece ser o mais eficiente e pratico para esse

tipo de analise.

Todos esses métodos sdo quantitativos, no entanto, requerem uma
laboriosa metodologia que muitas vezes tende a ser demorada e de

custo elevado.
A metodologia desenvolvida neste trabalho utiliza a particdo

s6lido/liquido aproveitando o adsorvente para substancias lipofilicas,

Extrelut (Merck) em colunas na proporgdo de 10 g do adsorvente para
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cada 10 ml de solugdo aquosa. Depois de eluidos com solvente
imiscivel com &gua, no caso diclorometano, as solugées orgéanicas

podem ser diretamente injetadas em cromatégrafo gasoso.

A Tabela 4 ilustra o coeficiente de recuperagdo das principais

metilcetonas estudadas utilizando a metodologia descrita.

TABELA 4 : Eficiéncia de recuperagdo das metilcetonas estudadas

por extracao sélido/liquido

Massa real Massa Porcentagem
Composto adicionada recuperada de
(mg) (mg) recuperacao
(%)
2-Pentanona 100 o8 98
2-Heptanona 100 97 97
2-Nonanona 100 99 99
2-Undecanona 100 o8 o8
6-metil-2- 100 99 99

heptanona*

* padrao interno
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O meétodo proposto para extragdo das metilcetonas tem as vantagens
de ser um método praticamente “quantitativo’, os indices de

recuperagéo dos compostos em questdo foram todos acima de 97%.

No entanto para maior seguranga optamos por utilizar a correlagédo dos
compostos estudados com um padrdo interno adicionado
intencionalmente durante o processo de extragéo das metilcetonas com

a finalidade de garantir uma segura quantificagéo.
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4.4. ldentificagdo das principais Metilcetonas produzidas

4.4.1. Identificagdo por cromatografia gasosa acoplada a detetor

seletivo de massas

As metilcetonas produzidas foram analisadas por cromatografia gasosa
acoplada a detetor seletivo de massas e os espectros obtidos para cada
componente da amostra foi comparado com os de biblioteca de
espectros de massas (espectroteca) de referéncia do equipamento
(NIST). A margem de semelhanga obtida para os compostos em

questéo foram sempre superiores a 90%.

Foram identificadas 4 principais metilcetonas, e podemos observas na
figura 1 o cromatograma de uma amostra extraida do meio contendo
creme de leite de cabra e os espectros de massas dos compostos

encontrados.
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1

2. 2-Pentanona 4. 2-Heptanona 6. Padrao interno 7. 2-Nonanona
9. 2-Undecanona

Figura 1 Cromatograma de creme de leite de cabra ap6s incubagdo por 96 h.
com suspensio enzimatica bruta a 30°C e pH 4,5. ( coluna capilar Shimadzu S5
60 m X 0,25 mm X 0,25 um 60°C/2’ elevado 4°C/min até 100°C/5’ elevado 15°C/min
até 300°C/5 'Injetor 250°C, Detetor 280°C, com potencial de ionizagéo 72 eV .)
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Figura 2 - Espectro de massas de 2-Pentanona encontrada em
amostra produzida com creme de leite de cabra, pH 4,5, 30°C e

suspensao enzimatica bruta ( coluna capilar Shimadzu S5 60 m X 0,25 mm X
0,25 pm 60°C/2’ elevado 4°C/min até 100°C/5’ elevado 15°C/min até 300°C/5
'Injetor 250°C, Detetor 280°C, com potencial de ionizagéo 72 eV .)
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2-Heptanona

50

Fal

Figura 3 - Espectro de Massas de 2-Heptanona encontrada em
amostra produzida com creme de leite de cabra, pH 4,5, 30°C e

suspensdo enzimatica bruta ( coluna capilar Shimadzu S5 60 m X 0,25 mm X
0,25 pm 60°C/2’' elevado 4°C/min até 100°C/5’ elevado 15°C/min até 300°C/5
'Injetor 250°C, Detetor 280°C, com potencial de ionizagao 72 eV )
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Figura 4 - Espectro de Massas de 2-Nonanona encontrada em
amostra produzida com creme de leite de cabra, pH 4,5, 30°C e

suspensao enzimatica bruta ( coluna capilar Shimadzu S5 60 m X 0,25 mm X
0,25 um 60°C/2’ elevado 4°C/min até 100°C/5’ elevado 15°C/min até 300°C/5
'Injetor 250°C, Detetor 280°C, com potencial de ionizagdo 72 eV .)
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Figura 5 - Espectro de Massas de 2-Undecanona encontrada em
amostra produzida com creme de leite de cabra, pH 4,5, 30°C e

suspensao enzimatica bruta ( coluna capilar Shimadzu 85 60 m X 0,25 mm X
0,25 um 60°C/2’ elevado 4°C/min até 100°C/5’ elevado 15°C/min até 300°C/5
'Injetor 250°C, Detetor 280°C, com potencial de ionizagéo 72 eV .)
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Figura 6 - Espectro de Massas de 2-Pentanona padrao
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Figura 7 - Espectro de Massas de 2-Heptanona padrao
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Figura 8 - Espectro de Massas de 2-Nonanona padrao
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Figura 9 - Espectro de Massas de 2-Undecanona padrao
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4.4.2. Identificagdao das Metilcetonas por comparagio do indice de

Retencao

Metilcetonas foram eluidas juntamente com uma mistura de
hidrocarbonetos lineares o que permitiu conhecer os indices de
retencdo dos padrbées auténticos e assim com a eluigdo da amostra
produzida foi possivel obter os indices de retengdo dos compostos
indicados pela cromatografia gasosa acoplada a detetor seletivo de

massas, como sendo as metilcetonas em questéo.

A Tabela abaixo descreve dos dados obtidos

TABELA 5: indice de retencao das metilcetonas estudadas

Composto Indice de Retengdo do  indice de Retengao da
Padrao amostra*
2-pentanona 678 676
2-heptanona 890 891
2-nonanona 1099 1097
2-undecanona 1274 1270

* amostra produzida com creme de leite de cabra, pH 4,5 por 96 horas a
30°C.
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4.5. Efeito do tipo de substrato na produgio de metilcetonas

Os acidos graxos sdo os precursores das metilcetonas, principais
constituintes do aroma de "Blue Cheese" . Assim buscou-se determinar
qual seria o melhor substrato para a produgdo destas metilcetonas,
escolhendo os substratos creme de leite de vaca, creme de leite de

cabra e o produto comercial Edenor EV 85 KR (Henkel).

A gordura do leite de cabra é rica nos acidos graxos de cadeia média,
0os precursores das principais metilcetonas encontradas no aroma do
queijo, No entanto, o creme de leite de vaca é um produto de custo
inferior ao creme de leite de cabra e pode ser encontrado com mais

abundancia.

O substrato Edenor EV 85 KR é uma mistura de triglicerideos de acido

capraico e caprilico e testamos sua capacidade com relagéo a produgédo

das metilcetonas 2-pentanona e 2-heptanona.

4.5.1. Utilizagao do substrato Creme de Leite de Cabra

A Figura 10 ilustra a produgdo das metilcetonas quando se utiliza como

substrato creme de leite de cabra.
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O2-pentanona
B2-heptanona
B2.nonanona
@2-yndecanona

mg de metilcetonas/ g de substrato

tempo (horas)

FIGURA 10- Principais metilcetonas produzidas utilizando-se creme
de leite de cabra, 30°C e pH 4,5 (tampao acetato 0,05M)
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4.5.2. Utilizagdo do substrato Creme de Leite de Vaca

A figura 11 mostra a produgdo de metilcetonas utilizando-se como
substrato creme de leite de vaca.

[0 2-pentanona
B 2-heptanona

B 2-nonanona

B 2-undecanona

mg de metilcetonalg de substrato

tempo (horas)

FIGURA 11- Principais metilcetonas produzidas utilizando-se creme
de leite de vaca, 30°C e pH 4,5 (tampao acetato 0,05M)

O mesmo perfil de produgdo de metilcetonas foi encontrado utilizando-se

os substratos creme de leite de cabraou vaca, no entanto com
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creme de leite de cabra houve um nivel de formag&o muito superior ao

de vaca.

Isso talvez pela presenga de uma maior quantidade de acidos graxos de
cadeia média (caproico, caprilico e caprico) no substrato creme de leite
de cabra. Isso tornaria a concentragdo desses acidos maior apds a
atuacdo da lipase sobre os ftriglicerideos promovendo uma maior

produgao de metilcetonas.

Utilizando-se somente como substrato uma mistura de triglicerideos de
acido capréico e caprilico do qual é formado o produto comercial Edenor
EV 85 KR (HENKEL) nao houve formagdo de qualquer metilcetona nas
condicbes testadas, como também ndo se observou nenhum
crescimento do microrganismo quando nos experimentos estavam

presentes 0s esporos.

Os creme de leite de cabra e de vaca apresentam, além dos
triglicerideos do leite, uma quantidade consideravel de proteinas do leite
(aproximadamente 10%) e também de lactose ( aproximadamente 3%)
o que favorece o crescimento microbiano, compostos estes que néo se
encontravam presentes no meio quando se utilizou Edenor EV 85 KR, o
que provavelmente ndo permitiu a germinagdo dos esporos e

conseqiiente produgdo de metilcetonas.
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FAN et. al. ( 1976 ) utilizaram agua de maceragdo de milho e sacarose
(1,5%) para o crescimento de esporos de P. roqueforti e utilizaram acido

octandico como substrato precursor para 2-heptanona.

LAWRENCE (1967) observou que a adicdo de alguns aminoacidos

estimulam a formacg&o de metilcetonas por esporos de P.roqueforti.

Galactose, Glicose e Xilose, entre outros, quando adicionados ao meio,
também aumentam a taxa de conversdo dos acidos graxos até as

respectivas metilcetonas.

DARTEY & KINSELLA (1973a) utilizaram esporos de P. roqueforti para
biocenversdo de palmitato de sédio em metilcetonas. A adigcdo de

Glicose e Prolina favoreceram a produgao dos compostos carbonilicos.
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4.6. Efeito da concentracdo do substrato (Creme de Leite de Cabra)
na producao de 2-nonanona

Tentando-se otimizar a relacdo sistema enzimatico e substrato para a
producdo de metilcetonas estudaram-se vérias concentragoes de creme
de leite de cabra e monitorou-se a concentragdo de 2-nonanona ( a
metilcetonas mais abundante).

A Figura seguinte mostra os resultados desse estudo.

mg de 2-nonanona

1 2 5 10 15

massa de substrato (g)

FIGURA 12 - Efeito da concentracao de creme de leite de cabra na
produgdo de metilcetonas por suspenséo enzimatica bruta (30°C,
tampao acetato 0,05M pH 4,5 durante 96 horas).
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Com os dados obtidos anteriormente relacionou-se a producdo de 2-
nonanona com a massa de substrato utilizada, conseguindo-se dessa
maneira, o rendimento por grama de 2-nonanona. A Figura 13 mostra
essa relacao.

mg de 2-nonanona / g de substrato

1 2 5 10 15
massa de substrato em gramas

Figura 13 - Rendimento de 2-nonanona por grama de creme de leite
de cabra ( creme de leite de cabra, 30°C, pH 4,5, 96 horas)

Como pode ser observado, a maior quantidade de 2-nonanona
encontrada foi quando se trabalhou com 15 g de substrato, no entanto a
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taxa de biocenversao foi maior no experimento que utilizou 1 g de creme
de leite de cabra.

4.7. Efeito do pH na produgdo de 2-nonanona

Com o intuito de se verificar o efeito do pH inicial do meio na produgéo de
metilcetonas foram analisados os substratos creme de leite de vaca e de
cabra nos seguintes valores de pH 4.0, 4.5, 5.0, 6.0 .

4.7.1. Substrato Creme de Leite de Vaca
A figura 14 mostra os resultados obtidos utilizando-se creme de leite de
vaca, suspensdo enzimatica bruta e 30°C por 96 horas de reacao.

m4
|45
m5
mé

mg de 2-nonanona / g de substrato

Tempo (horas)

FIGURA 14 - Efeito do pH na producdo de metilcetonas por
suspensdo enzimatica bruta ( 30°C) e creme de leite de vaca.
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4.7.2. Substrato Creme de Leite de Cabra

A figura 15 mostra os resultados obtidos utilizando-se creme de leite de
cabra, suspensao enzimatica bruta e 30°C por 96 horas de reagao.

m4
m45
|5
m6

mg de 2-nonanonal g de substrato

tempo (horas)

FIGURA 15 - Efeito do pH na produgcdo de metilcetonas por

suspensao enzimatica bruta ( 30°C) e creme de leite de cabra.

O pH 6timo da lipase da linhagem de Aspergillus sp. estudada por
COSTA (1996), foi de 6,0. No entanto, percebe-se pelas figuras 14 e 15
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que o pH inicial do sistema de reagdo mais indicado para ambos os

substratos testados foi de 4,5.

Isso nos leva a deduzir que o complexo enzimatico oxidativo dos acidos
graxos até metilcetonas atua numa faixa de pH diferente da faixa de

atividade da lipase extracelular.

DARTEY & KINSELLA (1973b) obtiveram os melhores resultados
trabalhando com esporos de P. roqueforti na presenca de Glicose e pH
6,5. Foi estudada a biocenversédo de palmitato de s6dio @ uma série de

metilcetonas.

NELSON (1970) desenvolveu uma metodologia de produgdo de aroma

concentrado de "Blue Cheese" e utilizou pH na faixa de 4,5 a 5,5.
DWIDEDI & KINSELLA (1974a) incubaram micélio de P. roqueforti em

pH 4,5 - 5 e obtiveram varias metilcetonas quando o substrato foi

gordura de leite previamente lipolisada.
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4.8. Efeito da Temperatura na producao de Metilcetonas

Para se verificar o efeito da temperatura na producado de metilcetonas
realizaram-se experimentos nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C
utilizando-se os substratos creme de leite de vaca e de cabra.

4.8.1. Substrato Creme de Leite de Vaca

Os dados obtidos nos experimentos visando a identificacdo da
temperatura étima para producao de metilcetonas utilizando-se creme de
leite de vaca como substrato estdo demonstrados na Figura 16.

12—

o
[o ]

—25°C
—30°C
—35°C
e 40°C

mg de 2-nonanona / g de substrato
o o
EN )

o
N

tempo (horas)

FIGURA 16 - Efeito da temperatura na producdo de metilcetonas
(tampao acetato 0,05M pH 4,5) e creme de leite de vaca.
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4.8.2. Substrato Creme de Leite de Cabra

Os dados obtidos nos experimentos, visando identificar a temperatura
6tima para producdo de metilcetonas, utilizando creme de leite de cabra
como substrato, estao descritos na Figura 17.

— 26°C
—30°C
e 35°C
e 40°C

mg de 2-nonanona / g de substrato

tempo (horas)

FIGURA 17 - Efeito da temperatura na produgcdo de metilcetonas
(tampao acetato 0,05M pH 4,5) e creme de leite de cabra.

Da mesma maneira que ocorreram diferengas na faixa de pH 6timo, entre
a atividade lipolitica e a producao de metilcetonas, a faixa de temperatura
6tima para producdo das metilcetonas, também foi diferente da faixa
6tima da atividade lipolitica.
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DWIDEDI & KINSELLA (1974b) estudaram a produgdo de metilcetonas
por micélio de P. roqueforti a partir de um meio composto de agua de
maceragdo de milho, sacarose e gordura de leite lipolisada numa
temperatura de 25°C obtendo-se um preparado com caracteristicas

sensoriais proximas ao do queijo comercial.

DOLEZALEK (1969) estudou a formagdo de metilcetonas por P.
roqueforti em meio Czapek-Dox adicionado de gordura de leite
utilizando a temperatura de 15°C durante um periodo médio de 40 dias,
onde o produto final obtido poderia ser substituto do aroma natural do

queijo.
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4.9. Efeito do Tempo de incubagao na producéo de metilcetonas

Todos os experimentos foram feitos retirando-se amostras a cada 24
horas de incubagdo, do sistema de reagéo, durante um periodo total de
120 horas.

Foi verificado que o tempo de incubagdo mais adequado para a
producdo das metilcetonas foi de 96 horas, onde se pode observar uma

maior concentragdo de todas as metilcetonas estudadas nesse trabalho.

A Tabela 6 mostra os dados obtidos com relagdo ao tempo de

incubacéo para creme de leite de cabra, a 30°C e pH 4,5.

Tabela 6 - Efeito do tempo de incubagdao na producdo de
metilcetonas ( creme de leite de cabra, 30°C, tampéao acetato 0,05M
pH 4,5).

Metilcetonas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

mg de 2-nonanona/g de substrato

Pentanona 0 0,2 0,5 0,7 0,6
Heptanona 0,5 0,7 1,3 1,9 1,5
Nonanona 0,7 1,2 1,6 2,2 1,7

Undecanona 0 0 0,2 0,5 0,5
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4.10. Efeito da Presenca de Esporos na produc¢ao de Metilcetonas

A literatura cita a produgdo de metilcetonas por fungos filamentosos,

tanto na forma de micélio, quanto de esporo.

De acordo com EATON ( 1994 ) o micélio tem a vantagem de produzir
lipase em grande quantidade o que favorece a utilizagdo dos acidos
graxos presentes nos substratos, geralmente gordura de leite. O esporo,
apesar de néo ser capaz de produzir lipase, produz um aroma mais fiel
ao natural que o micélio. No entanto se faz necessaria a adigdo de uma
lipase comercial em paralelo & adigdo do esporo ou entédo a adigéo de
uma gordura previamente lipolisada. Ambos os processos tem
desvantagens, sendo que o primeiro encarece o produto final e o
segundo, num primeiro instante, a concentragéo de acidos graxos livres

é muito grande o que tende a inibir o crescimento do microrganismo.

Visando otimizar um sistema para producéo de metilcetonas estudaram-
se varias preparagfes para aproveitar a grande habilidade do esporo
em produzir metilcetonas e também da capacidade dessa linhagem
produzir uma lipase com atividade bastante elevada frente a acidos

graxos de cadeia média ( capréico, caprilico e caprico).

4.10.1. Producédo de Metilcetonas por Suspensdao Enzimatica Bruta
livre de Esporos
Foi utilizado, neste estudo, 0 mesmo sistema de reagdo para as duas

suspensdes descritas anteriormente e foi adicionada uma suspenséao
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enzimatica bruta livre de esporos. Foi observada a formagdo de uma
série de acidos graxos livres, sem, no entanto, se observar a producéo

de qualquer metilcetona.

Esse resultado nos leva a considerar que a presenga dos esporos é de

fundamental importancia no sistema de produgédo de metilcetonas.

10 20 30 40 so
TIME (MIN.)

1. Acido capréico 2. Ac. Caprilico 3. Ac. Caprico 4. Ac. Laurico 5.
Ac. Miristico 6. Ac. Palmitico 7. Ac. Oleico

Figura 18 - Produto de biocatalise de creme de leite de cabra com

suspensao enzimatica livre de esporos ( 30°C, pH 4,5, 96 horas).
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4.10.2. Efeito da concentracdo de esporos na producdo de 2-

nonanona

,6,8: X1076 esporos/ml
H6,8 X107 esporos/ml
(36,8 X 1048 esporos /ml

mg de 2-nonanona/g creme de leite de cabra

24 48 72 96 120 144

tempo (horas)

FIGURA 19 - Efeito da concentragcdao dos esporos na producado de
metilcetonas ( creme de leite de cabra, 30°C e tampao acetato pH 4,5
0,05M)

Pode-se observar que, na auséncia dos esporos, ndo ocorre a producao
de metilcetonas, utilizando-se como substrato creme de leite de cabra.
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No entanto, quando se utiliza uma suspenséo de esporos, sem adicao
de nenhuma lipase, observa-se a formagédo de metilcetonas em niveis

inferiores aos produzidos pela mistura enzima/esporo.

Pode-se verificar também que o tempo para inicio de producdo de

metilcetonas é maior usando-se somente os esporos.
Assim, um sistema de reagdo que contenha esporos da linhagem

selecionada e lipase torna-se fundamental para uma producéo rapida e

eficiente de metilcetonas.
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4.11. Comparagdo entre Suspensdao Enzimatica Bruta versus
Suspensdo Enzimatica Liofilizada quanto a produgdo de

metilcetonas

No sentido de se verificar a eficiéncia dos diferentes sistemas de reagao
para producéo de metilcetonas, foi estudado o rendimento de produgéo
de 2-nonanona pelas suspensdes enzimaticas bruta e bruta liofilizada

nos substratos creme de leite de cabra e de vaca.

4.11.1. Substrato Creme de Leite de Cabra

Utilizando-se o substrato creme de leite de cabra quantificou-se a
produgdo de 2-nonanona pelas suspensdes enzimaticas bruta e bruta

liofilizada e os resultados estdo descritos na Figura 20.
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-
[¢)]

bruta
\ liofilizada

—

mg de 2-nonanona

054

tempo (horas)

FIGURA 20 - Comparagdao entre suspensdo enzimatica bruta e
suspensio enzimatica bruta liofilizada na producao de metilcetonas
(creme de leite de cabra, 30°C e tampdo acetato 4,5 0,05M)
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4.11.2. Substrato Creme de Leite de Vaca

Utilizando-se o substrato creme de leite de vaca quantificou-se a
producdo de 2-nonanona pelas suspensdes enzimaticas bruta e bruta
liofilizada e os resultados estao descritos na Figura 21.

M bruta
O liofilizada

mg de 2-nonanona

tempo(horas)

FIGURA 21 - Comparacdao entre suspensdao enzimatica bruta e
suspensdo enzimatica bruta liofilizada na producdao de metilcetonas
( creme de leite de vaca, 30°C e tampao acetato 4,5 0,05M)
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Os melhores sistemas para produgdo de metilcetonas a partir de
substrato a base de triglicerideos sdo aqueles que conjugam a agéo
hidrolitica de lipase extracelular e da excelente habilidade dos esporos
em transformar os acidos graxos livres, produtos da hidrélise da lipase,

em metilcetonas.

Os sistemas que apresentam estas caracteristicas sdo suspensio

enzimatica bruta e suspensédo enzimatica bruta liofilizada.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado o estudo de uma nova linhagem de
Aspergillus sp. n° 1099 ainda ndo relatada na literatura , visando a
producdo de aroma natural concentrado de "Blue Cheese" sendo
estudados alguns parédmetros fundamentais para a produgdo desse

aroma, tais como, melhor substrato, tempo, temperatura e pH.

Foram identificadas quatro metilcetonas (2-pentanona, 2-heptanona, 2-
nonanona e 2-undecanona) produzidas por esse microrganismo,
utilizando-se como substrato creme de leite de cabra e de vaca.
Utilizou-se a técnica de cromatografia gasosa acoplada a detetor
seletivo de massas em conjunto com o indice de retengdo dos
compostos em analise, confirmando-se assim a identidade dessas

substancias.

As maiores concentragbes de 2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e
de 2-undecanona foram 0.5, 1.4, 2.4 e 0.4 mg/g de creme de leite de

cabra respectivamente, numa temperatura de 30°C durante 96 horas.

O substrato creme de leite de cabra apresentou uma concentragdo de
acidos graxos de cadeia média (caproico, caprilico e caprico) maior que
a de creme de leite de vaca, 2,3 e 1,2 mg de 2-nonanona/g de
substrato respectivamente, apresentando-se como um substrato mais

eficiente para a produg¢édo de metilcetonas.

84



Observou-se que mudangas no pH inicial do meio interferiram na
producdo das metilcetonas sendo pH 4,5 o que apresentou maior

concentra¢do de metilcetonas.

A temperatura 6tima de produgéo das metilcetonas foi de 30°C, embora
na temperatura de 25°C tenha se encontrado concentragdes de
metilcetonas muito semelhantes as de 30°C e também o perfil das

metilcetonas formadas foi muito semelhante.

A maior concentragdo de metilcetonas foi encontrada em

aproximadamente 96 horas de incubacéo.

Constatamos que uma associag¢do de esporos e lipase é fundamental
para uma rapida e eficiente producdo de metilcetonas a partir de
triglicerideos. O esporo sozinho & capaz de produzir metilcetonas, no
entanto, em concentragdes inferiores a mistura esporo/enzima. Uma
suspensdo da lipase bruta livre de esporos é incapaz de produzir

metilcetonas.
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