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RESUMO

Foram testadas cinco lipases microbianas produzidas no Laborato-
rio de Bioquimica de Alimentos-FEA-UNICAMP, quanto a capaci-
dade de catalisar a sintese de ésteres formadores de aroma por
esterificagdo em meio isento de solvente orgénico. A natureza da
enzima assim como o tamanho da cadeia dos acidos afetaram as
taxas de conversao obtidas.Os melhores resultados obtidos foram
88 % de conversao na sintese de laurato de isoamila e 72% para
propionato de isoamila pela lipase de Rhizopus sp apés 24 horas
de incubagéo, seguido de 82% de conversao na sintese de acetato
de isopropila por Alcaligenes sp apos 24 horas de incubagéo.
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SUMMARY

LIPASES BIOCATALYSIS IN THE PRODUCTION OF FLAVOR
ESTERS. Five lipases produced at UNICAMP were screened for
their ability to synthesize flavor esters by esterification in organic
solvent free system. The nature of the enzyme, as well as the chain
length of the acyl donor used affected the product yields. Lipase from
Rhizopus sp and Alcaligenes sp gave the best overall yield (88 and
82%).
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1 — INTRODUCAO

Triacil glicerol hidrolases (E.C. 3.1.1.3) ou lipases, séo
enzimas que catalisam preferencialmente a hidrélise de
acilglicerideos na interface dleo/agua (15). As reagbes hi-
droliticas catalisadas por lipases sédo essencialmente rever-
siveis, e o potencial destas enzimas na sintese de ésteres
tem sido bem documentado (2, 3).

O mercado mundial para compostos de aroma esta
avaliado em U$ 3 bilhGes, um montante que representa
aproximadamente um quarto do valor total do mercado de
aditivos alimentares (20).

Devido a complexidade de muitos aromas naturais,
tanto em relagdo & composi¢gdo como estrutura quimica
individual, a aplicagdo de métodos biotecnoldgicos, particu-
larmente enzimaticos, na producdo destes produtos tem
atraido muita atencdo desde a ultima década. Adicional-
mente, aromas produzidos biotecnologicamente podem ser
caracterizados como “naturais” ou “idénticos ao natural” e
portanto séo preferidos pelo mercado consumidor. A pre-
senca de aromas adiciona valor ao produto, o que significa
que o custo da biocatélise passa a ser menos significativo.

1 Recebido para publicagdo em 23/10/96. Aceito para publicagdo
em 20/05/97.

2 Eng® de Alimentos doutoranda em Ciéncias de Alimentos - FEA/
UNICAMP.

3 Profi do Depto de Ciéncias de Alimentos- FEA/UNICAMP - Cx.
Postal 6121, Cep 13083-970 Campinas, SP.

Durante os ultimos 10-15 anos processos biotecnolégicos
tém-se estabelecido nas industrias de aroma para produgéo
de aromatizantes naturais (1, 8).

Esteres de acidos carboxilicos sdo componentes impor-
tantes de aromas naturais usados na indstria alimenticia
que contribuem na formagao e acentuacéao dos aromas em
alimentos. Pode-se citar como exemplos os ésteres butirato
de etila e acetato de isoamila que sdo respectivamente
encontrados nos aromas de morango e banana.

Dentre os ésteres de acidos graxos, os de baixo peso
molecular representam uma importante classe de aromas.
Muitos deles sdo responsaveis por odores de frutas e fra-
grancias dos alimentos que séo constituidos principalmente
por acidos e seus derivados de cadeia curta como acetatos,
propionatos e butiratos. Sao conhecidos muitos ésteres
componentes de aromas naturais que tém sido obtidos de
fonte natural ou por métodos tradicionais de sintese quimi-
ca, todos resultando em produtos com o preco final muito
alto devido ao grau de pureza e estereoespecificidade re-
queridos. Quando estes ésteres sao produzidos por sintese
quimica, nao podem ser considerados aromas naturais,
sendo portanto, menos valorizados no mercado que outros
esteres obtidos de fontes naturais. Contudo, quando sédo
produzidos ésteres por via biotecnoldgica, estes podem ser
considerados naturais.

O principal objetivo deste trabalho é demonstrar a habi-
lidade das lipases produzidas em escala de laboratério na
sintese de ésteres diversos, comparando o desempenho
obtido com o alcangado por uma lipase comercial (Candida
rugosa). Para tanto, utilizar-se-a além de alcoois puros, a
mistura chamada dleo ftisel e lipases microbianas isoladas
e produzidas no laboratério de Bioquimica de Alimentos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos, na UNICAMP (16,
17).

O ¢dleo fusel € um residuo da inddstria alcooleira, cons-
tituido de uma mistura de alcoois superiores, etanol, 4gua e
outros compostos. Com relagdo ao volume gerado no pro-
cesso, sao estimadas proporgoes entre 0,5 a 1% de dleo
fusel para cada litro de alcool produzido. Considerando que,
a produgao de alcool no pais € da ordem de 12 bilhées de
litros por ano, o volume de dleo flusel gerado é de aproxima-
damente 120 milhdes de litro (6).

Apesar de sua composigao rica em alcoois superiores
a taxa de recuperagéo deste residuo é de apenas 0,25% do
total produzido no pais, ou seja, 30 milhdes de litros por ano.
Entre os possiveis processos de aproveitamento pode-se
citar a sua utilizag@o para a produgédo de alcoois superiores
por destilagdo fracionada simples ou dupla, dependendo do
produto final obtido. Vale lembrar que, atualmente no Estado
de Sao Paulo existe uma unidade de produgéo de alcool

isoamilico a partir de oleo flsel, no entanto, nem toda a

producéo de dleo fusel do Estado é processada (6).
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Apesar do aproveitamento deste residuo néo atuar di-
retamente na redugéo do custo final do 4lcool etilico, certa-
mente representaria um importamte passo no sentido de
incrementar a eficiéncia global da Industria Alcooleira. Neste
sentido, a utilizacdo desta matéria prima, abundante e de
baixo custo, como precursor de ésteres aromatizantes para
a industria de alimentos, torna-se bastante atrativa sob os
pontos de vista técnico-econdmico.

Por se tratar de um subproduto da fermentagéo alcod-
lica de carboidratos, a composigéo dos &lcoois superiores
pode variar em funcdo da matéria-prima empregada no
processo. No trabalho de WELSH et al. (21) bem como o de
Kyowa e colaboradores (12) foi utilizado éleo fiisel proveni-
ente da fermentagao de milho cuja composicao média foi de
propanol (2,32%), isobutanol (17,8%) e isoamilico (79,7%).

No presente trabalho foi utilizado dleo fusel proveniente
da fermentagéo de caldo de cana-de-agucar, fornecido pe-
las usinas do Estado de Sao Paulo (6) possuindo a seguinte
composi¢cdo média (em porcentagem em peso): agua
(15,45%), etanol (13,27%), n-propanol (1,69%), isobutanol
(15,18%), n-butanol (0,93%) e isoamilico (51,40%).

2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 - Materiais

2.1.1 - Enzimas

As fontes das preparacbes de lipases utilizadas nos
testes foram os respectivos microrganismos: Geotrichum
sp, Alcaligenes sp, Aspergillus sp 1068, Aspergillus sp 1099,
Rhizopus sp, isolados no Laboratério de Bioquimica de
Alimentos da FEA — UNICAMP e finalmente a lipase comer-
cial | proveniente de Candida rugosa da Meito Sangyo,
usada como padrao comparativo das reagdes. As lipases
preparadas em escala laboratorial seguiram procedimento
padréo para cada tipo de linhagem como descrito em TSU-
JISAKA et al. (19). Sao preparagdes obtidas por precipita-
¢do com sulfato de aménio do caldo fermentativo dos mi-
crorganismos produtores de lipase extracelular. As solugdes
precipitadas sofreram didlise e finalmente foram liofilizadas
e utilizadas desta forma.

A Tabela 1 a seguir refere-se as atividades das prepa-
ragbes enzimaticas empregadas neste trabalho.

TABELA 1. Atividade das preparagdes enzimaticas.

Enzima Atividade (U/mg de enzima)
Geotrichum sp 3,60
Alcaligenes spB 0,60
Aspergillus sp 1068 3,70
Aspergillus sp 1099 1,16
Rhizopus sp 4,16
Candida rugosa 12

2.1.2 - Substratos

Para a sintese dos ésteres foram testados os seguintes
alcoois: metanol, etanol, propanol, butanol, isobutanol e
isopropanol (Merck), isoamilico e éleo fusel - CTC (6); com
os acidos: laurico (Henkel), acético e propiénico (Merck).

2.2 — Métodos

2.2.1 - Determinacéo da atividade de lipase

A atividade lipolitica das enzimas foi medida como
descrito em Macedo & Pastore (16,17), método adaptado
de Jensen (11). Uma unidade de atividade de lipase foi
definida como a quantidade de lipase necessaria para libe-
rar 1 umol de &acido graxo por minuto, nas condigdes descri-
tas.

2.2.2 - Reagoes de esterificacéo

As reacgdes de esterificacéo foram realizadas em tubos
plasticos cilindricos de 10 cm de comprimento e 3 cm de
didametro com tampa de rosca, selados com Parafilm". O
sistema padréo para os testes foi composto por 0,02 moles
de acido graxo para 0,04 moles de alcool, 10 pérolas de
vidro e adi¢éo de 1% de enzima em relagéo & massa dos
reagentes. Os frascos foram incubados com os substratos
por 15 minutos em banho a 40°C antes da adicéo da enzima.
As reagbes foram realizadas a 40°C em banho termostati-
zado com agitagédo de 130 oscilagdes por minuto, por um
periodo de 24 horas.

2.2.3 - Analise do teor de agido graxo residual

Foram retiradas aliquotas e dissolvidas em 10 mL de
etanol com 0,1% de fenolftaleina e tituladas contra KOH 0,5
N (7,10). A porcentagem residual de &cidos graxos livres foi
calculada pela férmula :

% AGR=VXxNxPM/10xW

Onde:

V= volume gasto de KOH na titulagao;

N = normalidade da solugio de KOH utilizada;
PM = peso molecular do &cido graxo titulado:
W = peso da aliquota titulada.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores porcentuais da sintese de ésteres de 4cido
acetico, acido laurico e acido propiénico obtidos por esteri-
ficagao direta catalisada pelas lipases de Geotrichum sp,
Alcaligenes sp, Aspergillus sp L 1068 e L 1099, Rhizopus sp
e Candida rugosa estéo dispostos nas Tabelas 2, 3 e 4
respectivamente, tendo sido as porcentagens de esterifica-
¢ao calculadas por titulagdo do acido residual no meio
reacional, como descrito nos trabalhos de IWAI et al. (10) e
GANDHI et al. (7).

3.1 - Esteres de acido acético

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos nas reagdes de
sintese com o &cido acético. As lipases estudadas se mos-
traram habeis em catalisar a esterificagéo de alcdois prima-
rios com &cido acético. Os melhores resultados foram obti-
dos com a enzima de Candida rugosa (comercial) na sintese
de acetato de propila com 99% e conversdo apds 8 horas
de reagdo (dados nao expostos), com a lipase de Geotri-
chum sp, na sintese de acetato de butila com 80% de
converséo apds 24 horas de reacio e finalmente, com a
lipase de Alcaligenes sp na sintese de acetato de isopropila
com 82 % de conversdo apés 24 horas de reagdo. E inte-
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ressante observar ainda que foi obtida uma taxa de conver-
s&o acima de 70% por todas as lipases testadas na esteri-
ficagdo com o isopentanol e o dleo fusel.

TABELA 1. Porcentagem de esterificagdo de diversos alco-
ois com &cido acético por lipases de diferentes fontes
apos 24 horas de reacao.

Porcentagem de esterificagio

Fonte de
lipase Propa- Isopro- Isobu- lsoami- O,
Matonet MR nol Pl panol  tanol lico fasel

Geotrichum
sp72 60 70 74 80 78 81 75
Alcaligenes
sp 74 57 72 75 79 a2 75 73
Aspergilius
sp 1068 72 54 75 70 65 70 65 76
Aspergillus
£1099 73 &1 62 69 72 68 73 75
Rhizopus
sp73 56 60 85 70 72 83 76
Candida
rugosa 45 57 66 70 65 73 74
(com.) 74

Grande parte da literatura disponivel na drea de sintese
de acetatos por catélise enzimética relata o meio reacional
com solventes organicos. LANGRAND et al. (14) encontra-
ram 80% e 23% de conversdo na sintese de acetato de
isoamila (isopentanol) usando lipase de Mucor miehei (Gist-
Brocades) e Aspergillus (Rohm) respectivamente. Na sinte-
se de acetato de geraniol a maior converséo foi de 14%
pelas lipases de Mucor miehei (Gist-Brocades) e P. cyclo-
pium b (SNEA). As reagbes foram realizadas em presenca
de n-heptano no meio reacional.

IWAI et al. (10) néo observaram qualquer reagao entre
acido acético e geraniol com lipases purificadas de A. niger,
R. delemar, G. candidum e P. cyclopium.

Taxas de conversdo de 16 e 84% foram observadas
apds 8 e 48 horas de reagédo com lipase de P. fragi purificada
e modificada em PEG, na sintese de acetato de isoamila e
geranila na concentracdo de 0,1 M por NISHIO et al. (18).

GILLIES et al. (9) produziram varios ésteres em hepta-
no, com alipase imobilizada de C. cylindracea apds 24 horas
de reacdo, obtendo 24 e 25 % de conversio molar de
acetato de isobutila e isoamila respectivamente.

3.2 - Esteres de acido laurico

A Tabela 3 apresenta os dados obtidos nas reacdes
com o &cido laurico. A idéia da utilizago do &cido laurico
como substrato surgiu do fato de este acido poder ser obtido
com abundanciae a baixo custo em nosso pais, proveniente
do dleo de babagu. Esteres de acido laurico como os etil,
butil e isoamil lauratos sao produzidos e comercializados
como compostos acentuadores de aromas de frutas na
Europa.

Os melhores resultados obtidos nas sinteses com o
acido laurico foram 88% de conversdo na obtengdo de
laurato de isoamila e cerca de 80% de converséo na sintese
de butil laurato apés 24 horas de reacédo pela lipase de
Rhizopus sp. Vale ressaltar que a especificidade desta
lipase por acido laurico € uma caracteristica muito importan-

te que deve ser explorada mais intensamente. Existe pouca
literatura disponivel na sintese de ésteres de &cido laurico
por catélise enzimética. GILLIES et al. (9) obtiveram 52 %
de converséo na sintese de etil laurato em heptano apés 24
horas de reacéo com lipase de C. cylindracea.

TABELA 3. Porcentagem de esterificacdo de diversos élco-
ois com &cido laurico por lipases de diferentes fontes
apos 24 horas de reagéo.

Porcentagem de esterificagio
Fonte de o Lz
lipase Propa- Isopro- Isobu- Isoami-  O.
Matanol. Exanct nol Butano) panol  tanol lico fisel

Geotrichum
sp 55 20 29 34 44 36 48 40
Alcaligenes
sp 61 22 26 45 35 40 36 48
Aspergillus
sp 1068 61 30 30 37 42 40 50 43
Aspergillus
1098 59 18 30 40 43 49 47 48
Rhizopus
sp 61 1 29 22 82 23 B2 88
Candida
rugosa 28 3 40 72 40 54 63
(com.) 60

GANDHI et al. (7) estudaram a sintese de butil laurato
obtendo 60% de conversé@o nas seguintes condigdes: 0,1
mol de &cido laurico, 0,2 mol de n butanol, 250 mg de
Lipozyme (Novo) , 41°C ap6s 8 horas de reacgéo.

A idéia da utilizagdo do &cido laurico como substrato
surgiu do fato de este acido poder ser obtido com abundén-
cia e a baixo custo em nosso pais, proveniente do dleo de
babagu. Esteres de acido laurico como os etil, butil e isoamil
lauratos sdo produzidos e comercializados como compostos
acentuadores de aromas de frutas na Europa.

‘Os melhores resultados obtidos nas sinteses com o
acido laurico foram 88% de conversdo na obtencdo de
laurato de isoamila e cerca de 80% de converséo na sintese
de butil laurato apés 24 horas de reagdo pela lipase de
Rhizopus sp. Vale ressaltar que a especificidade desta
lipase por acido laurico & uma caracteristica muito importan-
te que deve ser explorada mais intensamente. Existe pouca
literatura disponivel na sintese de ésteres de &cido laurico
por catdlise enzimatica. GILLIES et al. (9) obtiveram 52% de
conversdo na sintese de etil laurato em heptano apds 24
horas de reagdo com lipase de C. cylindracea.

GANDHI et al. (7) estudaram a sintese de butil laurato
obtendo 60% de conversédo nas seguintes condigdes: 0,1
mol de é&cido laurico, 0,2 mol de n butanol, 250 mg de
Lipozyme (Novo) , 41°C apds 8 horas de reagéo.

3.3 - Esteres Propibnicos

A Tabela 4 apresenta os dados obtidos nas reagdes de
sintese com o &cido propidnico. As lipases de Geotrichum
sp, Alcaligenes sp, Aspergillus sp L 1099, Rhizopus sp e
Céndida rugosa mostraram fatores de conversdo ao redor
de 60 %, com excecdo marcante na presenca de metanol e
etanol onde os valores foram inferiores. A sintese com dcido
propibnico parece ser favorecida na presenca de alcoois
com cadeia carbdnica superior a C3, independente da fonte
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da enzima. Este é um aspecto que deve ser estudado mais
a fundo.

TABELA 4. Porcentagem de esterificagéo de diversos 4lco-
ois com &cido propidnico por lipases de diferentes fontes
apos 24 horas de reacgao.

Porcentagem de esterificago
Fonte de
lipase Propa- Isopro- Isobu- Isoami- O,
Motanol, |Exesst) Buagn} panol  tanol lico fusel

fp"’”""“‘”’ 46 B2 & e g0 70 68
Alcaligenes
sp 68 48 55 58 66 59 66 66
Aspergilus 4, 52 85 60 85 60 69
sp 1068 54
Aspergillus
< 1009 88 47 53 63 63 61 64 65
Rhizopus
sp 70 52 59 63 69 64 68 72
Candida
rugosa 52 48 55 84 56 65 67
(com.) 65

LANGRAND et al. (14) obtiveram cerca de 80 % de
convers&o na sintese de propionato de isoamila com lipase
de Mucor miehei ap6s 1 hora de reacdo, com lipase de
Aspergillus apds 18 horas de reagéo e com lipase de Can-
dida rugosa apés 1 hora de reacgéo. A sintese foi realizada
em 5 ml de heptano contendo 0,25 M de alcool € 0,25 M de
acido com 0,2% (p/v) de agua e 0,25 g de lipase, a 37°C.

4 — CONCLUSOES

Como ja mencionado anteriormente, grande parte da
literatura disponivel sobre a obtengéo de ésteres formado-
res de aroma por catdlise enzimatica versa sobre sistemas
em meio organico.

Este trabalho visa dentre outros objetivos, produzir és-
teres de interesse para a industria de alimentos. Sendo
assim, procurou-se desenvolver a metodologia sem a utili-
zag@o de solventes organicos que podem encarecer o pro-
cesso de producéo pela dificuldade de detoxificagdo dos
produtos, descarte e reciclagem dos solventes pela indus-
tria. Além deste aspecto, as lipases utilizadas neste estudo
sé&o preparagdes brutas de lipases microbianas produzidas
por microrganismos isolados no Brasil, sendo portanto ob-
jeto de exclusivos resultados, em toda a literatura. As taxas
de conversdo obtidas para as 5 preparagbes de lipase
indicam potencialidade em catalisar a sintese de ésteres de
diferentes acidos e alcéois nas condicdes testadas.

Os dados obtidos indicam a necessidade de continuida-
de deste trabalho no sentido de investigar-se a otimizagao
dos parametros de reagdo, bem como a busca do aprimo-
ramento da metodologia de anélise dos ésteres obtidos.

Nestes experimentos iniciais ainda néo ficou clara a real
influéncia do tamanho da cadeia carbonica dos substratos
nas taxas de converséo obtidas por cada uma das lipases
testadas, pode-se contudo, fazer algumas observacdes. De
modo geral, as lipases parecem catalisar com mais eficién-
cia as reagdes com o aumento da cadeia carbénica dos
alcoois. Por outro lado, a influéncia dos &cidos parece
realmente estar associada, em alguns casos, a especifici-

dade hidrolitica de algumas lipases. No caso da lipase de
Geotrichum sp, que hidrolisa preferencialmente lipideos
com &cidos graxos de cadeia longa e insaturada, pode-se
observar que as taxas de conversdo obtidas foram baixas
com &cido laurico, que também néo é bom substrato para
hidrélise. Com a lipase de Rhizopus sp, que hidrolisa prefe-
rencialmente acidos graxos de cadeia curta e saturada
(principalmente derivados do acido laurico), pode-se obser-
var ¢timas taxas de conversdo com o acido laurico.

Finalmente pode-se concluir que ha potencial de em-
prego dessas lipases na produgdo de ésteres de aroma.
Estudos estio sendo realizados, no sentido de explorar o
universo de atuacao dessas lipases na sintese de ésteres
de aroma. Estao sendo investigados também os parametros
6timos da reagéo de esterificagdo na produgéo de um tipo
de éster por uma das lipases testadas; os dados estardo
publicados oportunamente.
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