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RESUMO

A capacidade catalitica da preparacdo bruta de lipase de Rhizopus sp foi testada
comparando-se com outras lipases na sintese dos ésteres de aroma do dlcool terpénico
citronelol. A acdo desta enzima foi comparada com as lipases de Fusarium 152 B,
Fusarium 160 Al, Tricoderma sp e Alcaligenes sp. A lipase de Rhizopus sp pelo

desempenho apresentado foi selecionada para este trabalho.

Foi verificado o efeito do comprimento da cadeia carbdnica do doador acila sobre o
rendimento da reacdo, bem como o efeito da adicdo de solvente organico ao meio de
reacdo. Foram verificadas melhores taxas de esterificacdo de acordo com o aumento do
ndmero de carbonos do acido utilizado. Assim, os ésteres butirato e valerato de citronelila
foram escolhidos para dar prosseguimento ao trabalho. Além disso, constataram-se as
mesmas conversdes molares tanto na presenca de solvente organico (isooctano) quanto em

meio livre de solvente.

A etapa seguinte consistiu de um planejamento experimental fatorial completo com
o intuito de otimizar a sintese dos ésteres em meio livre de solvente, tendo como
parametros reacionais a razdo molar entre os substratos (dlcool/acido) e a quantidade de
enzima (% p/p em relacdo a massa de reagentes). Destes ensaios, verificou-se melhor
habilidade catalitica da enzima quando se utiliza maior propor¢ao de dlcool (3:1) e maior

quantidade de enzima (6%).

Realizou-se a imobilizagcdo da lipase em celite a fim de verificar se a produtividade
do sistema poderia ser aumentada através da reutilizacdo. Este procedimentou resultou em
um aumento das taxas de esterificacdo. Quando a enzima imobilizada foi aplicada sob as
condicdes Otimas de razdo molar entre os substratos e quantidade de enzima, obteve-se
rendimentos de até 100% na sintese do butirato e do valerato de citronelila. Todavia, ndo
obteve-se sucesso no que se refere a reutilizacdo desta lipase imobilizada, tendo em vista

que sua atividade caiu consideravelmente apds poucos ciclos de uso.



Os estudos realizados com a preparacio de lipase bruta de Rhizopus sp
demonstraram que a mesma nao apresenta a propriedade de selecionar apenas um dos
isdbmeros Oticos do citronelol, apresentando baixa enantioseletividade nas condicdes

analisadas.
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ABSTRACT

The enzymatic synthesis of citronellyl flavor esters with a non commercial lipase
from Rhizopus sp was investigated. The results were compared with other lipases from
Fusarium 152 B, Fusarium 160 Al, Tricoderma sp, and Alcaligenes sp. The lipase from

Rhizopus sp was selected as better biocatalyst for the citronelyl ester synthesis.

It was verified the effect of the acyl donor chain length as well as the use of organic
solvent on the esterification rate. The ester production was higher for butyric and valeric
acids. The same yield was observed in organic solvent (isooctane) and in solvent-free

systems.

A two level fatorial design was used to optimize the ester synthesis. The reaction
parameters were substrate molar ratio (alcohol/acid) and enzyme amount (% for mass of
reactants). This study showed that the lipase has the best catalytic activities with molar ratio

2,41:1 and enzyme amount, 6%.

The behavior of the immobilized lipase on celite was studied and its esterification
activity improved, mainly under the best operational conditions. However, immobilized
lipase on celite is not appropriate with respect to reuse because its activity decreased after

few cycles.

During the study it was observed that the lipase has no enantioselectivity in the

synthesis of citronellyl flavor esters.
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1. INTRODUCAO

Nos dltimos anos, o estilo de vida saudavel vem direcionando a vida de um nimero
cada vez maior de pessoas. Este novo estilo de vida inclui, principalmente, uma
alimentacdo baseada em produtos que ndao comprometam a saide ou até promovam
beneficios a mesma. Com isso, uma maior tendéncia € a preferéncia por alimentos,
ingredientes e aditivos naturais. Nesse contexto, os aditivos naturais t€ém recebido especial

atencao por parte dos consumidores.

No caso especifico dos compostos de aroma, foi preciso obter uma alternativa que
atendesse a demanda cada vez maior por estes compostos € que ja ndo podia ser suprida

somente pelos métodos cldssicos de extra¢do das plantas superiores.

Neste ponto, a biotecnologia se apresenta como uma alternativa promissora,
podendo atender aos desejos dos consumidores por ingredientes de aromas naturais ja que a
Legislacdo da maioria dos paises prevé que os produtos obtidos por via biotecnoldgica

possam ser comercializados como naturais.

A sintese de ésteres de aroma catalisada por lipases é objeto de pesquisa hd alguns
anos. Primeiramente, com enzimas livres em solventes organicos; posteriormente,
desenvolveram-se as técnicas de imobilizacdo das enzimas; e, mais recentemente, a
tecnologia dos sistemas livres de solvente vem se destacando pela suas vantagens,

principalmente no que se refere ao uso dos seus produtos para fins alimenticios.

Por tudo isso, faz-se necessario um estudo mais aprofundado da sintese enzimética
de compostos de aroma. E os ésteres terpé€nicos butirato e valerato de citronelila sdao
amplamente encontrados na natureza como compostos de aroma e empregados como tal
pela industria de alimentos. Este estudo deve analisar os principais fatores que interferem

no rendimento desta sintese, avaliando seus efeitos.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo estudar os parametros de reacdo de sintese
dos ésteres de aroma butirato e valerato de citronelila por lipase de Rhizopus sp. Além
disso, estudou-se a imobilizacdo da enzima com o intuito de verificar a possibilidade de sua
reutilizagdo. Por fim, foi investigada a enantioselitivadade da lipase em funcdo da

esterificagdo do élcool racémico citronelol.

3. REVISAO DA LITERATURA

Na conversdo de matérias-primas em produtos finais alimenticios, trés fatores
devem ser considerados: viabilidade econdmica, seguranga e aceitabilidade. Depois de se
atender aos dois primeiros elementos, deve-se dar aten¢do a aceitabilidade. O aroma, bem
como a cor e a textura, tem um papel importante na aceitabilidade. Portanto, a conversao de
precursores em compostos de aroma nao tem somente importancia cientifica, mas também
€ de interesse para a indudstria de alimentos em geral. Os seus produtos representam um
elemento critico no sucesso de outras industrias alimenticias que os utilizam como insumos

(ERICKSON, 1991).

Mais de 5000 compostos de aroma ja foram identificados em alimentos. Muitos
desses ndo estdo presentes no estado verdadeiramente natural dos alimentos. Eles sdo
gerados por processos enzimaticos ou térmicos durante o processamento dos alimentos.
Freqiientemente, os aromas gerados dessa forma sao mais dependentes do tipo de
processamento do que do alimento em si. E a proporcdo entre esses diferentes aromas
presentes, que podem chegar a 1000 em um tnico alimento (KATZ, 1986), que determina

as caracteristicas sensoriais do mesmo (STOFBERG, 1986).

A inddstria de aromas tem tido uma 6tima performance nas dltimas décadas com um

crescimento médio anual de 6-7% (HARTMANN et al, 1995).



Atualmente, hd um grande campo para a industria de aromas se forem levados em
consideragdo os 10000-15000 novos produtos desenvolvidos pelas companhias de
alimentos e bebidas na Europa e nos Estados Unidos a cada ano — sem falar nos 1000 ou

mais novos refrigerantes desenvolvidos no Japao anualmente (HARTMANN et al, 1995).

Além disso, compostos flavorizantes (substancias que geram sabor e odor)
representam 10-15%, em massa, de todos os aditivos usados no mundo, o que significa

25% do valor de todo o mercado mundial de aditivos (ARMSTRONG et al, 1989).

Ha previsdes de que o mercado de aromas pode crescer a uma taxa anual em torno
de 30%. Uma populagdo cada vez mais velha e a conseqiiente diminuicao da acuidade do
sabor entre as pessoas mais idosas resultam numa necessidade por produtos com maior

intensidade de aromas (ARMSTRONG ef al, 1989).

Em resposta a necessidade de melhores servicos, as estratégias e métodos mudaram
drasticamente nos ultimos anos (HARTMANN et al, 1995). Nao € somente a criagdo de

novos aromas o objetivo principal, mas também o desenvolvimento de novas tecnologias.

3.1. Biotecnologia de Alimentos

A biotecnologia influenciou e continua influenciando o mercado de aromas. O uso
de aromas naturais produzidos por fermentacdo ou processos enzimaticos estd crescendo

em todo o mundo.

Por muito tempo, dleos essenciais de plantas superiores foram as unicas fontes de
aromas naturais. Hoje, devido a preferéncia dos consumidores por aditivos naturais nos
alimentos, a demanda por aromas naturais excede a quantidade de aromas produzida pelas
plantas superiores. Além disso, essa quantidade € altamente dependente de fatores de dificil

controle tais como influéncia do clima, doengas vegetais, flutuacdo da qualidade,



instabilidade sdcio-politica da maioria das dreas fornecedoras. Por tudo isso, a

biotecnologia representa uma alternativa promissora (KRINGS et al, 1995).

Consumidores e legisladores de todo o mundo estdo se tornando cada vez mais
envolvidos nas fontes e composi¢des dos aromas em alimentos. Em muitos casos,
especialmente por parte dos consumidores, hda uma preferéncia crescente pelo que se chama

de aromas naturais (STOFBERG, 1986).

Esta preferéncia do consumidor por aromas naturais (produzidos biologicamente ao
invés de quimicamente) criou uma demanda por substancias que contenham todas as
propriedades desejaveis por ambos os aromas “naturais” e “artificiais”. Dependendo do tipo
de aroma e de sua aplicacdo, tais propriedades desejdveis sdo: resisténcia, estabilidade
térmica, estabilidade microbioldgica, qualidade uniforme e disponibilidade ilimitada

(STOFBERG, 1986).

Nossa alimentacdo contem substincias quimicas naturalmente presentes e,
freqiientemente, compostos quimicos sintéticos. Nao hd distingdo quimica entre um aroma
sintetizado pela natureza ou o mesmo composto preparado em laboratério. Porém, a idéia
de que qualquer substancia natural é benéfica e que as sintéticas sdo prejudiciais ainda

prevalece entre os consumidores (LUGAY, 1986).

Segundo a Resolucido n° 104 de 14 de maio de 1999 (ANVISA)
aromatizantes/aromas naturais sio obtidos exclusivamente mediante métodos fisicos,
microbiolgicos ou enzimaticos, a partir de matérias primas aromatizantes/aromas naturais.
Entende-se por matérias primas aromatizantes/aromas naturais os produtos de origem
animal ou vegetal normalmente utilizados na alimentacio humana, que contenham
substancias odoriferas e/ou sdpidas, seja em seu estado natural ou apds um tratamento

adequado (torrefacdo, coc¢do, fermentacdo, enriquecimento, enzimatico, etc.).



Os aromatizantes/aromas naturais compreendem: Oleos essenciais, extratos,
balsamos, oleoresinas e oleogomaresinas, e substincias aromatizantes/aromas isolados

(ANVISA, 1999).

Substancias aromatizantes/aromas naturais isoladas sdo substincias quimicamente
definidas, obtidas por processos fisicos, microbiolégicos ou enzimaticos adequados, a partir
de matérias primas aromatizantes naturais ou de aromatizantes/aromas naturais (ANVISA,

1999).

Esta situacdo nao escapou da percep¢ao das industrias de alimentos. Nota-se
claramente nos dltimos anos uma tendéncia crescente por ingredientes e aditivos naturais
nas formulacOes de alimentos. Esta tendéncia estd de acordo com o aumento da
conscientizacdo a respeito dos assuntos de sadde por parte dos consumidores. Os
consumidores vao continuar a pressionar as industrias de alimentos a procurar novas formas

de aditivos naturais (LUGAY, 1986).

Durante os ultimos 15 a 20 anos os processos biotecnoldgicos se estabeleceram na
inddstria de aromas para producdo de substancias naturais. A Legislacdo de alimentos de
muitos paises reconhece o fato de aromas naturais poderem ser obtidos por métodos
biotecnoldgicos. Entretanto, certas condigdes tém que ser observadas para se garantir a
caracteristica natural do produto final. Estas condi¢des estipulam que as matérias primas
usadas tém que ser naturais e somente processos fisicos sao permitidos para o isolamento e
purificagdo dos materiais formados. Exemplos tipicos de tais processos fisicos sdo extracao,

destilacdo e cristalizacdo (GATFIELD et al, 1995).

As trés principais técnicas de biotransformagdo podem ser distinguidas da seguinte
forma: (1) uso de enzimas, (2) uso de microrganismos, e (3) células vegetais e cultura de
tecidos. A técnica de biotransformacdo mais utilizada € a aplicacdo de enzimas. Um
exemplo de aplicacdo comercial de um processo de biotransformagdo enzimatica € a

producdo de benzaldeido a partir de carogos de péssego e damasco (BERGER et al, 1999).



Pode-se fazer uma distincdo entre a biotecnologia microbiana tradicional e a
moderna. Fermentacdes de produtos lacteos e para producdo de etanol fazem parte da
biotecnologia mais tradicional; elas foram praticadas durante milénios e sdo bem aceitas
pelos consumidores na maior parte do mundo. Em comparacio, outros aditivos microbianos
de alimentos e enzimas ndo fizeram parte da induistria dos alimentos até o século XX

(JOHNSON-GREEN, 2002).

No Brasil, o setor de biotecnologia cresceu 300% (em nimero de novas empresas)
entre 1993 e 2001. Atualmente, ele emprega 28 mil trabalhadores com um faturamento de 9
bilhdes de reais - héd sete anos era de 1 bilhdo de reais. Porém, o setor ainda é pequeno: a
industria brasileira de biotecnologia, em nimero de empresas, corresponde a 1/5 da norte-
americana, ndo chega a metade da européia e tem o mesmo tamanho da canadense. O setor
de biotecnologia é a drea que consiste em usar a ciéncia para criar ou modificar organismos
e fabricar novos produtos. O Brasil importou 500 milhdes de ddlares em produtos de
biotecnologia em 1999. Em 1995, 100 milhdes. Isso mostra que ha forte demanda no pais
por esses produtos. Ou seja, existe mercado interno. O crescimento do parque industrial

reduziria a pressao do setor sobre a balanga comercial do pais (Folha de S. Paulo, 2002).

Além disso, a biotransformacdo apresenta algumas vantagens que certamente
levardo a um aumento da importancia comercial da producdo de aromas por esse processo
em um futuro proximo: producdo de aromas naturais, obten¢ao de produtos uniformes com
uma produtividade constante, métodos de processo compativeis com a atual preocupagio
ambiental, producdo de aromas naturais que ndo sdo encontrados em quantidades
aprecidveis na natureza, alta especificidade (quimica, regio e estéreo), altas velocidades

com baixas fragdes molares e regio-estereoseletividade (BERGER et al, 1999).

Esta dltima vantagem citada pode ser explicada pelo fato de a configuragc@o absoluta
de um aroma influenciar fortemente suas propriedades sensoriais, especialmente em relagao
a sua composi¢do estereoquimica. Os métodos usados de produgcdo de aromas devem,
portanto, resultar em compostos oticamente puros. Enquanto métodos quimicos geralmente

levam a formacdo de misturas de isdmeros, os métodos biotecnolégicos usualmente



possuem grande regio-estereoseletividade, como no caso das enzimas (BERGER et al,

1999).

Ainda competindo com sinteses quimicas, os biocatalisadores possuem outras
vantagens: eles atuam em carbonos quimicamente inertes, modificam seletivamente ou
especificamente determinada funcionalidade numa molécula multifuncional, introduzem
quiralidade, resolvem misturas racémicas, e atuam sob condi¢des ambiente (BERGER et al,

1999).

Duas estratégias distintas sdo possiveis envolvendo o uso de enzimas para produzir

aromas: a de multicomponentes e a de aromas individuais (GATFIELD, 1986).

A estratégia de producdo de componentes de aroma individuais consiste na
biossintese, isolamento e purificacdo de determinada substancia. Isto envolve a exploracdo
de bioconversdes especificas, tais como oxidacdo e redugdo ou sinteses, por sistemas

enzimaticos especificos (GATFIELD, 1986).

Virias substincias foram identificadas como associadas a aromas especificos: 2-
isobutiltiazol com aroma de tomate, cinamatos de metila e etila com aroma de morango,
antranilato de metila com aroma de uva, e benzaldeido com aroma de cereja

(ARMSTRONG et al, 1989).

O grande desafio € produzir aromas que sejam, sendo idénticos, tdo bons quanto os
tradicionais (com os quais os consumidores estdo familiarizados). Resumidamente, a
qualidade do aroma ndao pode ser menor do que as expectativas dos consumidores

(LUGAY, 1986).

Ha algumas aplicagdes para os aromas naturais ou seus precursores. Elas incluem
adicdo direta em formulacdes de alimentos e bebidas, bem como em processos onde

precursores irdo liberar os aromas desejados. H4 muitas outras aplicacdes, especialmente



em relacdo a substitui¢cdo de aromas sintéticos pelos naturais. Porém, a maior vantagem ¢é
dar aos consumidores o que eles desejam — um aroma de melhor qualidade, prontamente

disponivel e a um custo razoavel (LUGAY, 1986).

Além da producdo de compostos de aroma, biocatalisadores podem facilitar
processos usuais de extracdo. Um processo japonés utiliza celulases de fungo para melhorar
a extracdo de suco de laranja sem rompimento das glandulas oleosas da casca que contém
off flavors e amargor. Celulases e pectinases também foram usadas para degradar paredes
celulares para liberar mais 6leo de sementes durante o processamento. O uso de 500-1000 g
de enzima por tonelada de semente a temperatura de 30-50°C pode produzir um aumento de

2-6% no rendimento da extracdo do 6leo (ARMSTRONG et al, 1989).

Esteres sdo compostos de aroma extremamente importantes. O aroma indesejivel
“de fruta” as vezes encontrado em queijo tipo Cheddar é devido a presenca de ésteres,
principalmente butirato e caproato de etila. Esteres similares podem ser encontrados em
cervejas nas quais o dlcool fusel e os dcidos graxos de cadeia curta acético e butirico estdo
também presentes. Essas substincias sofrem esterificacdo mediada pela enzima dlcool
acetiltransferase presente nas leveduras usadas na fermentacdo da cerveja. H4 também
ésteres presentes no vinho que sdo metabolicamente produzidos pelas leveduras. Destes, o
acetato de etila parece ter um papel importante no aroma deste produto (GATFIELD,

1986).

Embora métodos quimicos sejam amplamente empregados na produg¢do de aromas
comerciais, processos enzimaticos sdo também colaboradores para o desenvolvimento de
aromas usando uma crescente quantidade da alimentos: molho de soja, vinho, embutidos,
cerveja, chucrute e vdrios laticinios. Dentre o grande nimero de reagdes catalisadas por
enzimas, ha aquelas que envolvem a modificacdo de substratos ou precursores apropriados
levando a criagdo de aromas. Estes compostos de aroma sao produzidos como resultado do
catabolismo de complexos ingredientes de alimentos, abrangendo proteinas, lipideos e

carboidratos por enzimas selecionadas (LEE, 1996).



Gordura de leite lipolisada foi um dos primeiros aromas de fermentacdo a serem
produzidos em larga escala. O creme era submetido a uma hidrdlise enzimética controlada
utilizando lipase. A importancia dos 4cidos graxos livres nos aromas caracteristicos de
varios laticinios é um fato ndo contestado, e &4cidos graxos diferentes apresentam

caracteristicas de aroma consideravelmente distintas (LEE, 1996).

A extracdo de constituintes de aroma € efetuada através de pectinases e celulases.
Em plantas, os componentes arométicos estdo frequentemente ligados a carboidratos na
forma de glucosideos. Estes compostos arométicos (que formam a aglicona) variam na
natureza como fendis, lactonas, dalcoois, acidos e aldeidos. No caso do abacaxi,
demonstrou-se que a aglicona € o 2,5-dimetil-4-hidréxi-3(2H)-furanona (DMHF), e este € o
principal componente dos concentrados de aroma do abacaxi. O DMHF estd de fato
glicosidicamente ligado no abacaxi, e os niveis de DMHF s@o mais que duplicados quando

o suco de abacaxi é tratado com B-glucosidade de améndoa (LEE, 1996).

Precursores de aroma especificos sdo também formados pela acdo de enzimas sobre
proteinas e carboidratos. Por exemplo, proteases e amilases hidrolisam proteina e amido até
aminodcidos simples e agucares, respectivamente. Estes metabdlicos podem ser usados em
reacoes subsequentes que envolvem caramelizacdo e reacdo de Maillard para gerar aromas

particulares. A producdo de certas carnes emprega esta tecnologia (LEE, 1996).

A maioria dos contituintes volateis de muitas frutas e vegetais originam-se da acao
de enzimas enddgenas sobre precursores de aroma presentes no tecido. Assim, a a¢do da
lipoxigenase nos dcidos graxos poli-insaturados linoléico e linolénico, seguida da acdo da

liase hidroperéxido, d4 origem ao hexanal em macas (LEE, 1996).

3.2. Enzimas Microbianas

As enzimas comerciais usadas pela indudstria podem ser obtidas a partir de fontes

vegetais, animais, ou microbianas. Atualmente, os microrganismos se tornaram a maior



fonte de enzimas comerciais, mas as enzimas de animais e de plantas ainda sdo usadas para
aplicagdes especiais. As enzimas sdo muito importantes nas industrias de processamento de
alimentos para produgdo de ingredientes e modificacdo de textura. Algumas das maiores
aplicacdes industriais incluem producdo de xarope de milho, clarificacio de bebidas,
cervejaria, panificacdo, tenderizacdo de carne, e preparacdao de leite deslactosado. As
vantagens do emprego de enzimas microbianas em processos industriais se devem (1) a
existéncia de diferentes tipos de atividade enzimdtica, (2) a rapidez e estabilidade de
producdo através de fermentacdo microbiana de baixo custo, reprodutivel e segura, e (3) as
otimizac¢des no rendimento que sao obtidas muito mais facilmente com engenharia genética

ou de proteinas do que a partir de culturas de plantas ou animais (LEE, 1996).

Diversos aspectos devem ser considerados na selecao de um microrganismo como

fonte de uma enzima (LEE, 1996):

1. Deve ser capaz de gerar altos rendimentos de enzima no menor tempo de reacao
possivel.

2. Se possivel, enzimas extracelulares devem ser usadas porque elas s@o mais faceis de
serem produzidas e isoladas, ao passo que enzimas intracelulares exigem maiores
gastos.

3. Um microrganismo “GRAS” que ndo produza nenhuma substincia téxica ¢é
preferivel para facilitar a obten¢do da aprovacgao da agéncia regulatoria.

4. Deve crescer em meios com baixo custo contendo substratos baratos, ja que o custo
da matéria prima é a maior despesa em uma fermentagao.

Com isso, a maior parte das enzimas utilizadas nos alimentos sdo produzidas por
espécies de Bacillus e Aspergillus, que sdo capazes de secretar as enzimas e crescer em
meios com baixo custo. As enzimas sdo vendidas tendo como base a atividade ao invés do
peso ou volume e, desse modo, a estabilidade de uma preparacdo enzimatica durante o
armazenamento €é de vital importancia. As enzimas comerciais, exceto aquelas usadas em
inddstrias de aminodcidos e antibidticos, raramente sao puras, mas as impurezas nao

interferem na atividade da enzima (LEE, 1996).

Dentre os microrganismos eucariotos, as espécies mais freqiientemente conhecidas

em trabalhos de biotransformacao sdo dos subgrupos dos fungos, isto &, as leveduras e os
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mofos. A maior parte dos fungos sdo microrganismos aerdbios que formam longos
filamentos, células nucleadas conhecidas como hifas. Suas células sdo maiores do que as de
bactérias, tendo entre 4 e 20 um de largura e mais de 100 um de comprimento. As hifas
crescem entrelacando-se para formar micelas. A classificagdo dos fungos é baseada mais

nas caracteristicas morfoldgicas do que em reagdes bioquimicas (LEE, 1996).

Mofos sdo fungos superiores com uma estrutura vegetativa chamada de micélios,
que é um sistema de tubos altamento ramificado. Dentro desses tubos hd uma massa mével
de citoplasma contendo muitos nicleos. Os longos e finos filamentos de células nos
micélios sdo chamados de hifas. Os mofos sd@o organismos sem motilidade que niao contém
clorofila, e a reprodugdo, que pode ser sexuada ou assexuada, € realizada por meio de
esporos. As classes mais importante de mofos utilizados industrialmente sdo Aspergillus e
Penicillium. Os principais produtos destes organismos sao antibidticos, dcidos organicos
(4cido oxdlico, 4cido citrico), e catalisadores bioldgicos (enzimas). Os fungos de
importancia biotecnoldgica estdo sumarizados na TABELA 1 (LEE, 1996). A TABELA 2
mostra a importancia dos fungos na industria de alimentos (JOHNSON-GREEN, 2002).

TABELA 1 — Alguns fungos com reconhecida importancia biotecnoldgica

Género | Produtos
Mucor Acidos organicos, enzimas
Rhizopus Acidos organicos, enzimas
Blackeslea B-Caroteno
Choanephora -Caroteno
Ashbya Riboflavina
Cryptococcus Riboflavina
Candida Acido citrico
Rhodotorula Lipideos
Saccharomyces Etanol, vinho, cerveja
Saccharomycopsis Proteinas
Torulopsis Acido citrico
Aspergillus Enzimas, antibidticos, dcidos organicos
Cephalosporium Antibidtico
Penicillium Antibidtico, 4cido organico, enzimas
Fusarium Proteina, gordura
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TABELA 2 — Importancia dos fungos na industria de alimentos

Fungo \ Caracteristica | Alimento Relacionado
Agaricus bisporus e outros Formacdo do corpo do fruto Cogumelo comestivel
Penicillium roquefortii e Habilidade de crescer em Queijo azul e camembert
Penicillium camembertii queijo
Kluyveromyces lactis e Leveduras recombinantes com Produc¢@o de quimosina
Aspergillus nidulans gene da quimosina para queijo
Mucor miehei e outros Proteases asparticas Producao de queijo
Kluyveromyces lactis Producdo de Lactase Diminuig¢do da
intolerancia a lactose
Saccharomyces cereviseae Producdo de etanol Bebidas fermentadas
Saccharomyces cereviseae Producao de CO, Produtos de panificacdo
Saccharomyces cereviseae Répido crescimento Uso direto em alimentos
Aspergillus niger Producao de enzimas Processamento de amido
€ sucos
Aspergillus niger Producdo de acido citrico Ingrediente de alimentos
Aspergillus oryzae Producdo de aromas Molho de soja

A maioria das reagcdes quimicas que ocorrem em células vivas sdo efetuadas em
milisegundos ou menos, sob condi¢des fisicas relativamente limitadas. Esta alta taxa de
metabolismo se deve a existéncia de catalisadores bioldgicos conhecidos como enzimas. As
enzimas possibilitam que essas rea¢des ocorram em condi¢des fisioldgicas que, de outra
maneira, seriam muito lentas para manter a vida. As enzimas ndo somente contribuem
essencialmente para as atividades celulares, mas também possuem uma grande aplicagcdo
em biotecnologia, especialmente na industria de alimentos, para fabricacdo de queijo,
cerveja e adogantes, entre outros exemplos, e nas industrias quimica e farmacéutica para

sintese de aminodcidos e antibidticos (LEE, 1996).

Biichner, em 1897, foi quem primeiro extraiu enzimas ativas a partir de células
vivas, demonstrando que estes catalisadores atuantes em organismos vivos também podem
agir em sistemas in vitro, completamente independentes de qualquer processo de vida. Os
estudos do primeiro isolamento com sucesso de uma enzima pura por Summer em 1926
revelaram que o material era uma proteina. O numero de enzimas conhecidas aumentou
rapidamente no século passado, atingindo quase 1500. Embora muitas enzimas exijam
cofatores ndo protéicos ou grupos prostéticos, elas sdo proteinas ou polipeptideos muito

grandes, com peso molecular variando de 10000 até 500000. Seus grandes tamanhos
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permitem que essas enzimas formem estruturas tridimensionais bem definidas e
estabilizadas por intera¢des entre os aminodcidos que as contituem. Estas conformacdes sdo
decisivas para uma das mais importantes caracteristicas das enzimas: a habilidade de
reconhecer e agir especificamente sobre um ou poucos substratos, mesmo em uma mistura

complexa destes (LEE, 1996).

Comparadas com reacdes quimicas que requerem condi¢des extremas tais como pHs
ou temperaturas muito baixas ou muito altas, as enzimas atuam sob condi¢des amenas, que
sdo atrativas em relacdo tanto a economia de energia quanto a preservacdo do meio
ambiente. Em alguns casos, sob um ponto de vista industrial, as enzimas podem conduzir

reacoes ndo realizdveis por nenhum outro método (LEE, 1996).

As enzimas, que sdo catalisadores protéicos sintetizados por sistemas vivos, sdo
importantes em catdlises sintéticas ou degradativas. Com a ajuda de um imenso nimero de
enzimas, 0os microrganismos sdo capazes de realizar uma grande variedade de etapas de
reacOes quimicas necessarias para o crescimento € manutencdo das células (metabolismo).
Muitos microrganismos sintetizam substancias adicionais e, freqiientemente, complexas, os

chamados metabdlitos secunddrios tais como os aromas (LEE, 1996).

O reconhecimento das funcdes e utilidades das enzimas em algumas mudancas
desejaveis em alimentos levou a produgdo em larga escala de enzimas comerciais. Entre as
mais de 3000 enzimas conhecidas em animais, plantas, ou microrganimos, menos de 20 sao
produzidas industrialmente em larga escala para a produ¢do de alimentos e intermedidrios.
A maioria sdo hidrolases tais como amilases, celulases, pectinases e proteases, que

degradam substancias poliméricas em moléculas simples (LEE, 1996).

As enzimas tém uma rica histéria de aplicacdo na industria de alimentos. Elas sdo
usadas na producdo ou processamento de amidos, farinhas, queijos, sucos de frutas,
adocantes artificiais e carnes, e também sdo freqiientemente usadas nas industrias de
cerveja e vinho. As enzimas também sdo usadas na agricultura; por exemplo, fazendeiros

usam silagem como alimento, facilmente estocado para as vacas. A fermentacdo reduz o pH
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da silagem, o que inibe o crescimento de organismos deterioradores, tanto quanto o ar €
eliminado da silagem. Celulases sdo comumente adicionadas a silagem a fim de aumentar a

quantidade de actcares fermentaveis (JOHNSON-GREEN, 2002).

Dentro da industria de alimentos, as enzimas s@o particularmente dteis quando uma

transformagdo quimica especifica € requerida (JOHNSON-GREEN, 2002).

Teoricamente, as enzimas podem ser obtidas de animais, plantas ou
microrganismos. Realmente, enzimas com padrdes alimenticios s@o obtidas a partir destas
fontes; proteases vegetais, por exemplo, sdo preferidas em relagdo a outras fontes para a
tenderizacdo de carne. Entretanto, para a maioria dos processos enzimdticos, enzimas
microbianas sdo mais utilizadas, primeiramente porque elas sdo mais ficeis e baratas de
serem obtidas. Uma das razdes para isso € que muitas bactérias e fungos tém a habilidade
natural de secretar enzimas. Outra razdo para o uso de microrganismos € que muitos deles
possuem uma longa histdria de aplicacdo segura na industria de alimentos. A TABELA 3
mostra algumas aplicagdes para as enzimas microbianas. Estes microrganismos sdo também
grandes produtores de uma larga quantidade de enzimas hidroliticas. Isto permite que
companhias produzam enzimas como misturas; por exemplo, uma companhia pode vender
um produto caracterizado como “protease” que, na verdade, contem um nimero de
proteases diferentes, freqiilentemente produzidas pelo mesmo microrganismo. Misturas de
enzimas relacionadas sdo comumente uteis, porque muitas aplicagdes de enzimas sao
descobertas em experimentos empiricos. Na maioria dos casos, 0 mecanismo exato da ag¢ao
da enzima € desconhecido, tornando dificil a determinagcdo da funcdo especifica das
enzimas. Por esta razdo, as companhias preferem vender enzimas como ‘“categorias” (por

exemplo, proteases) a produzir enzimas especificas JOHNSON-GREEN, 2002).
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TABELA 3 — Aplica¢des de enzimas para produgdo e processamento de alimentos

Enzima | Uso \ Produto | Fonte da Enzima
o-Amilase Processamento de amido Dextrinas Bacillus subtilis
Bacillus licheniformis
B-Amilase Cervejaria Maltose B. subtilis
Glucoamilase  Processamento de amido e Glucose Aspergillus niger
cervejaria
Glucose Producdo de frutose Frutose Streptomyces spp.
isomerase
Invertase Processamento de doces Glucose + frutose Saccharomyces
cereviseae
Pululanase Processamento de amido Amido Klebsiella
desramificado
Pectinase Clarificacdo de sucos Galacturonato Aspergillus oryzae
Quimosina Coagulacao de leite Queijo Kluyveromyces spp
Renina Coagulacao de leite Queijo Mucor miehei
B-Glucanase Cervejaria B-Glucose A. niger
Lipase Fabrica¢do de queijos Compostos de Rhizopus oryzae
aroma
Lactase Processamento de laticinios Glucose + A. niger
galactose

Como os microrganismos usados para obtencao de enzimas devem ser seguros para
producdo de alimentos, normalmente é possivel vender misturas de enzimas que nao foram
extremamente purificadas (em outras palavras, a purificagdo para remover compostos
téxicos € desnecessdria). Isto diminui o custo da producdo da enzima sem comprometer a

qualidade ou seguranca (JOHNSON-GREEN, 2002).

O mercado mundial de enzimas industriais esta em torno de 1 bilhdo de ddlares;
pelo menos 400 companhias fabricam enzimas, embora 12 delas dominem o mercado. A
maior parte das enzimas produzidas por essas companhias provem de microrganismos e sao
usadas por cervejarias, produtores de vinho, processadores de amido, laticinios, e muitos
outros processadores de alimentos e bebidas. Muitas aplicacdes ndo alimenticias de

enzimas também existem, tais como o uso de proteases e lipases em produtos de limpeza de

roupas (JOHNSON-GREEN, 2002).
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3.3. Lipases

Em 1964, a Enzyme Commission of the International Union of Biochemistry (IUB)
concebeu um esquema de classificagdo que trouxe uma ordem consideravel para a situagao
cadtica de entdo. As enzimas foram classificadas em seis grupos de acordo com a reagao
catalisada. Esta Comissdo distribuiu um tnico c6digo com quatro nimeros € um nome
sistemdtico para cada enzima. Todas as enzimas pertencem a um dos seis principais grupos.
O primeiro nimero indica a classe principal (oxidoredutase, transferase, hidrolase, liase,
isomerase ou ligase); o segundo, a subclasse; o terceiro, a sub-classe; e o quarto é um

numero individual da enzima dentro da classe (LEE, 1996).

De acordo com esta nomenclatura, as hidrolases (ou enzimas hidroliticas) pertencem
ao terceiro grupo de enzimas (TABELA 4), o nimero (EC 3.a.b.c) caracteriza uma enzima
especifica. Neste cddigo, a se refere ao tipo de reacdo, b especifica a natureza do substrato

e ¢ é o numero individual da enzima (KANERVA, 1996).

TABELA 4 — Classificacio das hidrolases

Hidrolase Exemplos Comuns Usados em Solventes
Organicos
(EC 3.1) acdo em ligacdes éster Hidrolases de ésteres carboxilicos:

Carboxilesterase (EC 3.1.1.1)
Lipase (EC 3.1.1.3)
Lipase de lipoproteina (EC 3.1.1.34)
(EC 3.2) acdo em compostos O-, N- e S-
glicosilicos
(EC 3.3) acdo em ligacdes éter
(EC 3.4) acdo em ligacdes peptidicas
(EC 3.5) acdo em ligacdes C-N (exceto
peptidicas)
(EC 3.6) acdao em acidos anidros
(EC 3.7) acdo em ligacdes C-C
(EC 3.8) acdo em ligacdes haleto
(EC 3.9) acdo em ligacdes P-N
(EC 3.10) agao em ligagdes S-N
(EC 3.11) acdo em ligagdes C-P
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As hidrolases catalisam a quebra hidrolitica de C—O, C-N e C-C e outras ligacdes,
incluindo P-O em fosfatos. Essas aplicacdes sdo muito diversas, abrangendo hidrélise de
polissacarideos, nitrilas, proteinas, lipideos e esterificacio de &4cidos graxos. O termo
hidrolase € incluido no nome sistemético, que contem o nome do substrato e o sufixo —ase

(KRISHNA, 2002).

As hidrolases de ésteres e de peptideos sdo as enzimas mais comumente usadas em
solventes organicos. Além disso, biotransformagdes catalisadas por lipases sdo de valor

especial, e as lipases mais importantes estdo listadas na TABELA 5 (KANERVA, 1996).

TABELA 5 — Principais lipases usadas para biotransformagdes em solventes organicos

Fonte da Lipase | Abreviatura | Fornecedor
Pseudomonas aeruginosa LPL Amano
TE3285 Toyo Jozo
Pseudomonas cepacia Lipase PS Amano
Pseudomonas fluorescens Lipase P Amano
SAM-2 Fluka
Pseudomonas sp Lipase AK Amano
Candida antarctica B SP 525 Novo
Novozym 435 Novo
Candida antarctica A SP 526 Novo
Candida Cylindracea CCL Sigma
Lipase AY-30 Amano
Lipase OF Toyo Jozo
Lipase MY Meito Sangyo
Mucor miehei Lipase MAP-10 Amano
Lipozyme Novo
Chromobacterium viscosum Cv Biocatalysis
Aspergillus niger Lipase A ou K-30 Amano
Pancreas suino PPL Sigma

Entre os motivos que fazem das lipases as enzimas mais usadas em sinteses
organicas estdo os fatos de ndo precisarem de coenzimas e de serem suficientemente
estdveis em solventes organicos e temperaturas relativamente altas (SANTANIELLO et al,

1993).
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Em eucariotos, as lipases (triacilglicerol acilhidrolases, E.C. 3.1.1.3) estdo
envolvidas em vérios estdgios do metabolismo de lipideos, incluindo digestdo, absor¢do e
reconstituicdo de gorduras, e metabolismo de lipoproteinas. Em plantas, as lipases sdo

encontradas em tecidos de reserva de energia (SHARMA et al, 2001).

Milhares de microrganismos diferentes foram isolados do solo e avaliados quanto a
sua capacidade de produzir lipases e 20% destes mostraram-se uteis em tal aplicagcdo

(JAEGER et al, 2002).

A maioria das lipases sdo serina-hidrolases contendo um residuo de serina no seu sitio
ativo, como principal residuo da triade classica Ser...His...Asp (ou Glu). As estruturas tri-

dimensionais de poucas delas foram descritas (FIGURA 1) (ALCANTARA et al, 1998).

Cterminus M terminus

FIGURA 1 - Estrutura da lipase de Pseudomonas aeruginosa em um modelo construido com coordenadas de
raio-X. Os residuos do sitio ativo Ser82, Asp229 e His251 estdo destacados, e a posi¢do potencial de um fon
Ca** estd indicado por uma bola verde (JAEGER et al, 1998)
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As lipases apresentam aplicacOes promissoras em processamentos quimicos
organicos, formulagcdes de detergentes, sinteses de biosurfactantes, indudstria 6leo-quimica,
inddstria de laticinios, fabricacdo de papel, nutricdo, cosméticos e processamentos
farmacéuticos. O desenvolvimento de tecnologias baseadas em lipases para a sintese de
novos compostos estd rapidamente expandindo o uso destas enzimas. Um nimero crescente
de lipases com propriedades adequadas estd se tornando disponivel. A maior aplicagdo
comercial para as lipases hidroliticas estd no seu uso em produtos para lavagem de roupa.
Este mercado chega a 32% de todas as vendas de lipases. A lipase para esse fim deve ser
termoestdvel e permanecer ativa no ambiente alcalino tipico de uma madquina de lavar.
Estima-se que 1000 toneladas de lipases sdo adicionadas a aproximadamente 13 bilhdes de

toneladas destes produtos todos os anos (SHARMA et al, 2001).

Outras novas aplicagdes biotecnoldgicas das lipases estabelecidas com sucesso sdo a

sintese de biopolimeros e de biodiesel (JAEGER et al, 2002).

Biopolimeros como polifendis, polissacarideos e poliésteres apresentam um alto
grau de diversificacdo e complexidade. Além disso, estes compostos estao recebendo cada
vez mais atencdo por serem biodegraddveis e produzidos a partir de fontes naturais
renovéveis. E lipases e esterases sdo usadas como catalisadores de sinteses poliméricas

(JAEGER et al, 2002).

O biodiesel é uma fonte alternativa de energia para o transporte publico, que tem
sido produzida quimicamente usando-se 6leos de varias plantas. O biodiesel € origindrio de
fontes naturais renovaveis e, a0 mesmo tempo, reduz a produgdo de 6xidos de enxofre. A
conversdo dos dleos vegetais para ésteres metilicos ou de outros dlcoois de cadeia curta
pode ser catalisada por uma tunica reacdo de transesterificacdo empregando lipase em

solventes organicos (JAEGER et al, 2002).

LINKO et al (1998) demonstraram que lipases podem ser utilizadas como
biocatalisadores na produ¢do de compostos biodegraddveis. O oleato de butila foi

produzido com esterificacdo direta do butanol com &cido oléico para diminuir a viscosidade
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do biodiesel durante o inverno. A alcodlise enzimdtica de Oleos vegetais sem adicdo de
solvente organico foi investigada. Também demonstrou-se a obtencdo de uma mistura de
ésteres de 2-metil-1-hexila com um bom rendimento por transesterificacdo enzimatica de
acidos graxos de 6leo de semente de colza para uso como solvente. Finalmente, a
descoberta que lipases também podem catalisar sintese de ésteres e reacdes de
transesterificacdo em sistemas de solventes organicos abriu a possibilidade da producgdo de
poliésteres catalisada pela enzima. Usando lipase como biocatalisador, obteve-se, por
esterificacdo direta do 1,4-butanodiol com &4cido sebdcico, poliésteres com massa molar
média da ordem de 56000 g*mol' ou maior, e uma massa molar maxima por volta de

130000 g*mol .

3.4. As Lipases na Industria de Alimentos

As enzimas sdo aplicadas na producdo de alimentos e seus ingredientes hd séculos
com fundamentos puramente empiricos € pouco conhecimento dos principios bdsicos
envolvidos. Os primeiros sistemas enzimaticos dedicados ao processamento de alimentos
foram desenvolvidos somente na segunda metade do século passado como resultado de uma
maior compreensdo da estrutura e fung¢do das macromoléculas bioldgicas (VULFSON,

1996).

As lipases sdo auxiliares cada vez mais importantes no processamento de alimentos.
As duas maiores aplicagdes das lipases sdo: (1) sintese especifica de lipideos com &cidos
graxos desejados, e (2) formagcdo de 4cidos graxos voldteis para melhorar o aroma da
manteiga, queijo e varios outros alimentos. A primeira aplicacdo faz uso das capacidades
sintéticas das lipases, e a segunda faz uso das propriedades hidroliticas destas enzimas. A
sintese de lipideos € realizada através da transesterificacdo. Quando um lipideo simples €
exposto a um dcido graxo (desejado) e lipase, a enzima catalisard a substituicdo de um ou
mais dcidos graxos pelo dcido graxo mais desejavel. Algumas lipases catalisam esta reagao
em pontos especificos na molécula de glicerol (por exemplo, uma lipase 2-especifica troca
acidos graxos apenas no segundo carbono do glicerol). Outras lipases (por exemplo, as

produzidas por Candida rugosa, um organismos “GRAS”) ndo sdo especificas e podem
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formar diversos lipideos diferentes. As lipases de C. rugosa sao particularmente populares
porque podem trocar um grande nimero de dcidos graxos de diferentes comprimentos de

cadeia e graus de insaturagao (JOHNSON-GREEN, 2002).

Entdo, as lipases catalisam ambas as reacdes de hidrélise e sintese de ésteres

formados por glicerol e dcidos graxos de cadeia longa (FIGURA 2) (JAEGER et al, 1998).

DJ{I\IA’,-\\/\ OH i
+ 3H?C| ———— o +3 HD/JL\"’\.F"\-”“\
:ij\r/-\vAv/-\ OH

Triacyghy canol Ghycard Fatty acid

FIGURA 2 — A¢édo catalitica das lipases. Um triglicerideo pode ser hidrolisado para formar glicerol e 4cidos
graxos, ou a reagdo reversa (sintese) pode combinar glicerol e 4cidos graxos para formar o triglicerideo

Dessa forma, a transesterificacdo gera uma modificagdo precisa na estrutura de
lipideos. Isto, as vezes, € usado para produzir tipos especificos de detergentes e
biossurfactantes. H4 também um grande potencial para melhorar os aspectos nutricionais de
Oleos vegetais, porque pode ser usada para aumentar o conteido de 4cidos graxos, tais
como o &cido linolénico, que sdo geralmente benéficos para a saide humana. Esta
tecnologia pode também ser usada para modificar pontos de fusdo, solubilidade, e outras

propriedades fisicas de 6leos comestiveis (JOHNSON-GREEN, 2002).

Nem todas as lipases microbinas sdo especificas, catalisando reagdes em todas as
posicdes do glicerol. Estes tipos de lipases sdao usadas como catalisadores para
interesterificacdo de misturas de triglicerideos, produzindo uma distribui¢do aleatéria dos
grupos de 4cidos graxos. Os sistemas de reacdo usados para interesterificacdo de
triglicerideos consistem da lipase e uma quantidade limitada de dgua dispersa em solventes
organicos (meio ndo aquoso). Por causa da restricdo da quantidade de dgua no sistema de

reacdo, a hidrélise € limitada e a interesterifica¢do se torna a re¢do dominante (LEE, 1996).
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Para “convencer” as lipases a atuarem como enzimas sintéticas, deve-se diminuir o
conteddo de dgua (até menos que 5%). Os soventes organicos sdo muito usados para
alcancar este objetivo, embora diversas estratégias de imobilizagao possam ser utilizadas se
o uso de solventes organicos € indesejado. Quando as lipases estdo presentes na interface
liquido-organica, elas se comportam como enzimas sintéticas, primeiramente por causa da
menor concentracdo de dgua (a dgua € um reagente em reacoes hidroliticas). Estes sdo os

sistemas parcionados de solvente (JOHNSON-GREEN, 2002).

A funcdo hidrolitica das lipases é também ttil porque pode ser usada para formacao
de 4cidos graxos livres, que freqlientemente contribuem para o aroma de alimentos. Na
fabricacdo de queijo, as lipases podem encurtar o periodo de maturacdo e melhorar o aroma

do produto final JOHNSON-GREEN, 2002).

Algumas propriedades e aplicacdes de lipases comerciais estdo descritas na

TABELA 6.

TABELA 6 — Algumas propriedades e aplicagdes de lipases comerciais

Fonte pH Temperatura Aplicacoes
Otimo Otima °O)
Pancreas 8,0 50 Enzimas digestivas
Aspergillus 7,0 45 Interesterificacdo de gorduras
niger
Mucor miehei 7,5 50 Fabricacdo de queijo e aromas de
manteiga
Rhizopus 5,6 35 Aceleracdo da maturacio de queijos;
delemar queijo com enzima modificada
Candida 7,5 50 Fabricacdo de sabao
cylindracea

Com relag@o a qual método € o mais economicamente atrativo, ndo ha uma resposta
simples. Varios fatores estdo envolvidos e o método escolhido ird variar de um produto
para o outro. O preco e a facilidade de reciclagem do agente utilizado sdo obviamente
fatores criticos. Nesse contexto, as lipases se destacam por serem reconhecidamente de

preco ndo muito caro (SHELDON, 1996).
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Uma forma de produzir ésteres naturais € pela exploracao das capacidades sintéticas

de certas enzimas conhecidas como lipases (GATFIELD et al, 1995).

Outra vantagem de resolucdes cinéticas enzimaticas, empregando lipases em meio
organico, é que elas podem ser usadas em altas concentra¢des de substratos (SHELDON,

1996).

Normalmente, os sistemas enziméticos sao operados em ambientes aquosos. Mas,
recentemente, se tornou evidente que muitas enzimas e até certas células podem atuar em
solventes apolares ou organicos como o hexano. Embora esses sistemas sejam chamados de
“ndo aquosos”, tecnicamente, as enzimas devem estar em sistemas bifdsicos (solvente
orgadnico/dgua) com o componente aquoso estando em pequena quantidade, podendo esta
ser até mesmo uma camada monomolecular sobre a enzima. Este conhecimento certamente
beneficiou a produgdo biotecnoldgica de aromas por uma série de razdes. J4 que muitos
aromas ou seus precursores tém limitadas solubilidades em dgua, o uso de solventes
apolares ao invés de dgua pode permitir conversdes mais eficientes devido a melhor
interacdo enzima/substrato. Mais especificamente, algumas reacdes sé podem ocorrer numa
significativa extensdo em ambientes apolares, tal como acontece com a esterificacdo por
lipases. Em condi¢des normais, no caso da conversdo por lipases, os ésteres sdo
hidroliticamente convertidos em 4cido e dlcool. Em certos solventes apolares essa reacio
pode ser revertida devido a preferéncia da enzima pela sintese do éster (ARMSTRONG et

al, 1989).

A raz@o mais comum para o uso de meios orginicos para reagdes enzimdticas € que
o substrato a ser convertido € pouco solivel em 4gua. A adicio de uma quantidade
moderada de solvente organico é uma maneira direta de aumentar a solubilidade de
substratos hidrofébicos e, com isso, tornar a reagdo possivel. Tanto os solventes misciveis
em agua quanto os ndo misciveis podem ser usados. No segundo caso, obtem-se um sistema
bifdsico com a enzima e outras substancias hidrofilicas ficando na fase aquosa enquanto os
substratos hidrofébicos e produtos, na fase organica (FIGURA 3). Para que ocorra a

bioconversao, os substratos devem ser transferidos para a enzima na fase aquosa. Depois da
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reacdo, os produtos hidrofébicos sdo transferidos de volta para a fase organica

(ADLERCREUTZ, 1996).

organic phase

aqueous phase

FIGURA 3 — Apresentacdo esquemdtica de uma conversdo enzimdtica em um sistema bifasico. S = substrato,
P = produto e E = enzima

Virias lipases sdo capazes de sintetizar ésteres a partir de dlcoois e dcidos sob certas
condi¢des. Determinadas lipases microbianas, como por exemplo a de Aspergillus niger,
sintetizam ésteres de terpenos tais como propionatos e butiratos de dlcoois terpé€nicos
primadrios, como o citronelol. Este método foi extendido para outras dreas da inddstria de
alimentos e foi descrito para a interesterificacdo de gorduras usando preparacdes de lipases
imobilizadas soliveis. E entdo possivel alterar a composicio de 4cidos graxos em
triglicerideos de ocorréncia natural para obter gorduras com diferentes pontos de fusdo

(GATFIELD, 1986).

A enzima possui uma grande especificidade por substrato. O grau de esterificacado
alcangado depende, entre outros fatores, do comprimento da cadeia do acido carboxilico.
Os 4cidos propidnico e acético sdao substratos muito pobres e ndo sofrem esterificagdo numa
extensdo considerdvel em determinadas condi¢des. A adi¢do de dcidos com maior peso
molecular é beneficial e, sob certas condi¢Oes, altas taxas de propionatos sdao obtidas,

provavelmente por mecanismos de transesterificacdo. Usando a técnica enzimadtica é
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possivel se conduzir sinteses preparativas de ésteres de aroma em escala relativamente
grande, usando matérias primas naturais como substrato. Também € possivel produzir

certos ésteres terpénicos (GATFIELD, 1986).

A capacidade sintética da enzima de Mucor miehei foi examinada a baixas
temperaturas. A taxa e o grau de esterificacdo determinados a -22°C foram apenas um
pouco menores do que aqueles determinados em temperatura ambiente. Recentemente foi
demonstrado que a lipase pancreatica de suinos pode ndo somente resistir a aquecimento a
100°C por muitas horas, como também possui alta atividade catalitica a esta temperatura.
Por esses resultados, deduz-se que certas enzimas podem ser usadas sob condi¢des severas
para realizar novos tipos de reacdes. Espera-se que este novo tipo de tecnologia, usando por
exemplo enzimas imobilizadas e possivelmente solventes orgénicos, seja mais estudado e,
com isso, mais utilizado na drea de aromas. Um exemplo relatado é a sintese enzimética do
aroma de uma mistura de ésteres de etila a partir de gordura de manteiga usando a lipase de
Candida cylindracea. Ambas as gorduras de manteiga hidrolisada e ndo hidrolisada
sofreram consideravel esterificagdo com etanol na presenca da lipase. Os perfis dos ésteres
de etila indicaram que a enzima tem uma alta especificidade pelos acidos butirico e

caprdico e que este ultimo teve taxa de esterificacdo mais baixa (GATFIELD, 1986).

GUBICZA et al (2000) desenvolveram um novo processo em larga escala para
producdo de ésteres de aroma de baixo peso molecular em solvente organico. Foram criadas
solucdes para inibicao pelo substrato e pelo produto. O excesso de dgua produzida durante
o processo foi continuamente removido por destilacao hetero-azeotrdpica e os ésteres foram

produzidos com rendimentos acima de 90%.

LABORET et al (1995) demonstraram que a lipase de Mucor miehei pode ser usada
para catalisar a sintese de propionato de metila em condi¢cdes ndo imobilizadas e em hexano
saturado com 4dgua. Foi possivel atingir até 96% de rendimento na biossintese do éster
depois de 2,30 horas, reforcando a capacidade operacional da enzima livre em meios
organicos modificados. Este método constitui um caminho ficil para producdo de

propionato de metila usando substratos e enzimas naturais disponiveis.
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A lipase extraida do microrganismo psicrotréfico, Pseudomonas fluorescens P38 foi
capaz de realizar a sintese do éster de aroma caprilato de metila em baixas temperaturas

(TAN et al, 1995).

Segundo MACEDO (1997), a lipase de Rhizopus sp apresenta grande habilidade em
esterificar o dlcool citronelol, principalmente na sintese de ésteres de baixo peso molecular,
empregados como formadores de aroma em alimentos, tais como acetato e butirato de

citronelila.

A esterificacdo do 4cido oléico por etanol usando lipases de Rhizopus niveus e
Mucor miehei como biocatalisadores foi avaliada em sistemas microaquosos, bifasicos (n-
hexano-dgua) e bifdsicos com surfactante, contendo diferentes quantidades de dgua. Os
resultados mostraram que a esterificacdo catalisada pela lipase de R. niveus no sistema
microaquoso (atividade de agua 0,75) é a melhor opcdo do ponto de vista cinético

(TWEDDELL et al, 1998).

A lipase de Pseudomonas fragi modificada com polietileno glicol, solivel e ativa
em solventes organicos tais como benzeno e hidrocarbonetos clorados, foi usada para
sintetizar ésteres de dlcoois terpénicos a partir de varias combinagdes de dlcoois (citronelol,
geraniol, farnesol e fitol) e dcidos carboxilicos (acético, propidnico, n-butirico e valérico)

em benzeno a 25°C com altas taxas de rendimento (NISHIO et al, 1987)

3.5. Catalise em Meio Livre de Solvente Organico

O uso de enzimas em meios com pouca adgua teve um progresso significativo nas
ultimas duas décadas. Esta evolucdo comegou com a investigacdo de sistemas
predominantemente aquosos que possuiam pequenas quantidades de solventes orginicos
misciveis em dgua, continou com o desenvolvimento de misturas reacionais bifésicas
(aquosa-organica), dispersao de uma fase aquosa em uma grande quantidade de solvente, e

finalmente levou a introducdo e uso de suspensdes de enzimas em solventes organicos
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praticamente anidros. Esta dltima etapa foi especialmente importante porque demonstrou
conclusivamente que muito pouca dgua é realmente necessdria para as enzimas manterem
suas conformacgdes cataliticamente ativas. Entretanto, se isto € verdade, seria
tecnologicamente atrativo um passo a mais na tentativa de dispensar os solventes, com a
conducdo da reacdo enzimdtica em uma mistura dos préprios substratos. Este método, se
praticdvel, combinaria a precisdo das catélises bioldgicas com os altos niveis de

produtividade alcangados pelos melhores métodos convencionais (VULFSON et al, 1996).

E interessante que se realize a sintese de ésteres de aroma por lipases em meio livre
de solvente organico. Essa escolha pode ser justificada com base nas consideragdes de
varios autores sobre as vantagens e desvantagens da sintese em solventes organicos.
Utilizando sistemas livres de solventes nao se corre riscos de desnaturagdo da enzima pelo
solvente; ndo se geram descartes de dificil e onerosa reciclagem; a recuperagdo do produto
¢ mais féacil e menos dispendiosa; ndo haverd limitacdo de temperatura de operacido por
parte dos reagentes; os sistemas sdo mais simples sem problemas de evaporacdo dos
solventes além de considerarmos que os ésteres sintetizados sem a presenca de solventes

organicos poderdo ser utilizados em alimentos sem maiores restricoes (MACEDO, 1997).

Esteres de citronelila com 4cidos de cadeia curta foram sintetizados com uma nova
lipase de Rhizopus sp. As reagdes de esterificacdo direta e transesterficagcdo foram
realizadas para produzir acetato e butirato de citronelila em sistema livre de solvente e com
n-hexano. Os meios de reacdo foram conduzidos a 45°C com concentragdo equimolar de
substratos: acido (esterificacdo direta) ou éster (trans-esterificacdo) e dlcool. Apenas o
butirato de citronelila foi sintetizado por esterificacdo direta com rendimentos de 95 a
100% depois de 24 horas de reacdo, com ou sem n-hexano. O acetato de citronelila foi
sintetizado por transesterificacdo com acetato de etila e citronelol, obtendo rendimento de
58% em 48 horas e 48% de conversao para reacdo entre acetato de butila e citronelol. Estes
resultados sugerem que o tamanho da cadeia alifatica do doador acila foi importante para
taxa de conversio. Acidos com mais de dois carbonos demonstraram ser substratos
melhores para lipase de Rhizopus sp. A reacdo de transesterificacdo apresentou

comportamento diferente, sendo o substrato de éster com quatro carbonos melhor do que o
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com seis carbonos para a sintese do acetato de citronelila (MACEDO, LOZANO et al,
2003).

MACEDO (1997) demonstrou que a lipase de Rhizopus sp possui grande potencial
de sintese dos ésteres acetato, propionato e butirato de isoamila em sistema livre da adi¢ao

de solvente organico e de agua.

A lipase de Candida antarctica catalisou a esterificacdo do citronelol com altos
rendimentos (74%) em meio livre de solvente. O uso de dessecadores causou um aumento
de 10% no rendimento e o consumo do excesso de substrato pela adicio de quantidades
calculadas de acido acético levaram a acetato de citronelila 80% puro (FONTEYN et al,

1994).

3.6. Enantioseletivadade

As lipases ttm um importante papel entre as vdrias enzimas € microrganismos
empregados como biocatalisadores em sinteses organicas. A extensdo das suas aplicacoes,
além do tradicional campo da modificacdo de lipideos, se deve principalmente as suas
habilidades de aceitar um amplo espectro de substratos diferentes dos triglicerideos, de
catalisar reacdoes ndo somente em meio aquoso, mas também em meio organico, e de
diferenciar entre enantidmeros, caso substratos quirais forem empregados. Baseado nessas
caracteristicas, as lipases t€m sido largamente utilizadas na 4rea de quimica de aromas para
sintese de aromas naturais, tais como ésteres e para obtencdo de compostos de aroma
quirais em formas oticamente puras, através de resolucdes cinéticas de precursores

racémicos (ENGEL, 1991).

Estas formas sdo de interesse devido a diferentes razdes: (1) se estas substancias sio
obtidas em formas oticamente enriquecidas ou puras, propriedades analiticas podem ser
avaliadas, permitindo que se estabelega, por exemplo, suas configuracdes absolutas ou que

se determine a ordem de eluicdo numa cromatografia quiral; (2) depois da separacdo de
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enantidmeros, € possivel a caracterizacdo de suas respectivas propriedades sensoriais; (3)
finalmente, preparagdes “biossintéticas” de compostos em razdes enantioméricas siao

altamente versateis como ingredientes de alimentos (LUTZ et al, 1991).

Apesar da quiralidade ndo ser um pré-requisito para a atividade bioldgica,
diferengas sdo usualmente observadas nas atividades dos enantidmeros individuais quando
moléculas bioativas contém um centro estereogénico. Isto € um fendmeno geral e aplica-se
a todas as substancias bioativas, tais como as farmacéuticas, inseticidas, herbicidas, aromas
e fragrancias. O crescente reconhecimento da importancia da quiralidade em conjunto com
a atividade bioldgica levou a pressdao por um mercado de farmacéuticos quirais, como por
exemplo, enantiomeros simples. Por essa razdo, houve um aumento na demanda de
métodos economicamente vidveis para sintese de compostos enantiomericamente puros

(SHELDON, 1996).

ENGEL et al (1989) demonstraram a formagdo de enantidmeros oticamente puros
de 4lcoois secunddrios alifdticos e hidroxi-ésteres usando oxiredutases da levedura da
cerveja. Também estudaram a redug¢do de metil cetonas e a subseqiiente metabolizacao
enantioseletiva por Penicillium citrinum como reagdes modelo para racionalizar as

proporcoes de enantidmeros de dlcoois secunddrios em sistemas naturais.

Neste mesmo trabalho também demonstrou-se que a combinagdo de vdrias
aproximacodes analiticas e a selecdo de sistemas modelo apropriados podem acrescentar
informacdes valiosas ao nosso conhecimento sobre as rotas e enzimas envolvidas na
biossintese de compostos volateis quirais. Algumas dessas técnicas necessitam de
melhoramentos adicionais. A adi¢do de precursores em concentragdes comparaveis aquelas
presentes em sistemas vegetais e de microrganismos seria possivel. A investigacdo da
enantioseletividade de enzimas deve ser aprofundada e, eventualmente, ndo apenas de
enzimas disponiveis no mercado ou facilmente acessiveis em microrganismos, mas também

aquelas ativas em sistemas vegetais.
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Ainda segundo ENGEL et al (1989) o conhecimento sobre as propriedades
estereoquimicas das enzimas que participam da biossintese de compostos voldteis quirais
ndo € apenas de interesse por um ponto de vista estritamente cientifico; € também uma base
essencial para um futuro melhoramento de aromas naturais através da engenharia genética

de plantas e microrganismos.

Nos anos 60 demonstrou-se a sintese de gama- e delta-lactonas oticamente ativas
por reducdo microbiolégica. Outro exemplo do potencial da biotecnologia nessa drea € a
producdo de L-glutamato oticamente ativo para ser usado como o melhorador do aroma

glutamato monossddico por meios microbiologicos (ARMSTRONG et al, 1989).

Tranformagdes de precursores em compostos de aroma podem rapidamente trazer
vantagens para processos biotecnoldgicos. Uma 4rea onde a biotransformagao melhoraria
os seus rendimentos e simultaneamente resultaria num produto final oticamente ativo
envolve a producdo de L-mentol. Normalmente, o mercado desse terpeno é de
aproximadamente 3000 toneladas por ano e é constituido de extracdo de fontes vegetais. Na
hortela-pimenta, a “maturacdo’” do dleo ocorre entre o inicio da floracdo e a florada e, neste
periodo, somente uma pequena por¢ao (40%) de L-mentona é convertida em L-mentol. Foi
proposto que a L-mentona poderia ser extraida da planta nos seus niveis maximos e
convertida por deidrogenase de diversos microrganismos. Vdrios sistemas empregando a
bactéria Pseudomonas putida e a levedura Rhodotorula minuta resultaram em L-mentol
com 100% de atividade otica. A producdo de complexos de aroma onde possivelmente
centenas de substincias individuais contribuem para uma impressao global € altamente
adequada para biotransformacdo. A criagcdo de sistemas de aroma complexos pela adi¢ao de
compostos individuais seria muito dificil, sendo impossivel. Como conseqiiéncia disso, a
adicao exogena de células e/ou enzimas para acelerar o processo de maturacdo de aromas

de produtos alimenticios € uma realidade comercial atraente (ARMSTRONG et al, 1989).

Exemplos da importincia da selecdo de enantidmeros na drea de aromas podem ser
os seguintes casos. Os dcidos metilados na posicdo 2 e seus ésteres sao importantes

constituintes que contribuem para o aroma de varios sistemas naturais, especialmente em
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frutas. Foi demonstrada quase que uma presenca exclusiva do enantiomero (S) do 4cido 2-
metil-butandico em abacaxi e morango. A determinacdo do threshold e o calculo das
unidades de odor revelaram um papel fundamental do (S)-2-metil-butanoato de etila no
aroma de abacaxi. Outra evidéncia da importancia da quiralidade pode ser observada com o

alcool terpénico linalol. Sua forma S(+) apresenta odor doce enquanto que a S(-), lavanda

(BERGER, 1985).

SOSTMANN et al (1995) isolaram e purificaram trés enzimas do extrato bruto
pancredtico suino e estudaram suas capacidades de catalisar a esterificacdo enantioseletiva
em meios ndo aquosos com dcido butirico e 2-pentanol. A lipase pancredtica suina
purificada (PPL, EC 3.1.1.3) ndo apresentou nenhuma atividade de esterificacdo. A esterase
de colesterol purificada (CE, EC 3.1.1.13) demonstrou ter atividade catalitica com baixo
excesso enantiomérico (ee). A terceira proteina purificada possuiu atividade de

esterificagdo com altos valores de ee (>95%).

O uso de micélio seco de Rhizopus oryzae como biocatalisador para produgdo de
ésteres em solvente organico foi estudado por GALDOLFI et al (2001). Micélios com uma
significativa atividade de esterase foram produzidos quando empregou-se diferentes
Tweens (20, 40, 60 e 80) como principal fonte de carbono para o crescimento. O micélio
seco da cepa de Rhizopus oryzae utilizada demonstrou ser eficiente na sintese de diferentes
ésteres de aroma (acetato e butirato de hexila, acetato e butirato de geranila) partindo-se do
alcool e do acido correspondentes. Além disso, a esterificagdo da mistura racémica de 2-
octanol e 4cido butirico procedeu-se com alta enantioseletividade (R-éster produzido com
excesso enantiomérico > 97%) quando utilizou-se Rhizopus oryzae CBS 112.07 e Rhizopus

oryzae 260.28.

TORRES et al (1999) desenvolveram dois procedimentos enzimadticos para
obtencao de regioisomeros diferentes de monoésteres do dcido malico. Estes procedimentos
sdo baseados nas diferencas de reatividade dos grupos carboxilicos do dcido maélico na
presenca da lipase de Candida antarctica. Na reacdo de esterificacdo, a polaridade do

solvente organico teve uma grande influéncia na distribuicdo do produto; meios mais
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apolares aumentaram o rendimento. Inicialmente, a reacdo de sintese seletiva dos
monoésteres exigiu adi¢do de dgua no solvente. Entretanto, a seletividade e a conversdo do
processo aumentaram com a remocao da dgua depois de 24 horas de reacdo. Os isOmeros
dos monoésteres de dcido méalico podem apresentar propriedades desejaveis que os tornam
uteis como umectantes ou como emulsificantes em produtos alimenticios, farmacéuticos e

cosméticos.

A separacdo de enantidmeros usando fases estaciondrias quirais ocorre porque as
interacdes entre os enantiomeros e a fase estaciondria resultam na formagdo de complexos
de associacdo diastereoméricos transientes que possuem diferentes entalpias de sorcao e,

com isso, diferentes caracteristicas de retencdo (POOLE, 1991).

As primeiras fases quirais introduzidas em cromatografia gasosa eram ésteres de
aminodcidos, dipeptideos, diamidas. Em geral, essas fases exibiam pouca estabilidade
térmica e ndo sdo freqlientemente usadas atualmente. O interesse € 0 progresso reais em
separacOes quirais veio apds a preparacdo de fases de diamida ligadas num esqueleto de
polisiloxano. Estas fases eram termicamente estaveis e podiam ser usadas na producdo de
colunas abertas tubulares eficientes. Estas colunas tém sido usadas para resolver um grande
nimero de derivados enantioméricos de aminoacidos, aminoalcoois, aminas, hidroxi-
cetonas, 2-hidréxi-acidos e seus ésteres, 3-hidroxi-acidos, lactonas e sulféxidos. Elas
permitiram pela primeira vez a resolu¢ao de todos os enantiomeros dos aminodcidos
protéicos comuns e dos seus ésteres derivados de isopropil N-pentafluoropropionilamida
em uma separacdo simples. Também foram desenvolvidas técnicas para andlise quantitativa
de aminodcidos (usando o D-enantiomero ndo natural). A fase de poli-dimetilsiloxano
contendo L-valina-S-o-feniletilamida pode ser facilmente usada num método de andlise
configuracional de acucares, bem como para a resolucdo de enantidmeros de aminoacidos e
aminodlcoois. Vdrias cetonas, produtos farmacéuticos, dlcoois e hidréxi-dcidos também ja
foram resolvidos nessa fase. Uma fase quiral de polisiloxano com substituintes de
tartramida foi usada para separacdo de enantidmeros capazes de formarem pontes de
hidrogénio com a fase estaciondria, tais como enantidomeros contendo os grupos funcionais

carboxila, hidroxila ou amina (POOLE, 1991).
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Recentes tentativas do uso de ciclodextrinas (CDs) e seus derivados simples, como
fases estaciondrias quirais em cromatografia gasosa, encontraram um sucesso limitado
devido as suas propriedades fisicas desfavordveis. Muitos compostos sao sélidos cristalinos
com altas temperaturas de fusdo ou decomposi¢do, o que dificulta suas aplicagdes como
fases estaciondrias em cromatografia gasosa. Desde 1988, o interesse em ciclodextrinas se
intensificou com o desenvolvimento de novas tecnologias, que diminuiram suas limitagcdes
fisicas, e alcancou-se um sucesso espetacular na resolu¢do de um grande nidmero de
compostos enantioméricos de baixo peso molecular incluindo 4lcoois, aminas,
aminodcidos, epoxidos, dcidos carboxilicos, ésteres, lactonas, éteres, haloalcanos e
hidrocarbonetos. Muitos desses compostos sdo dificeis ou impossiveis de serem resolvidos
por outros meios e sao economicamente importantes na avaliacdo das propriedades de
perfumes, aditivos de alimentos e aromas, € como blocos construtores sintéticos quirais
para moléculas mais complexas. Algumas ciclodextrinas peralquiladas sdo liquidos
viscosos que podem recobrir diretamente a superficie do vidro. As moléculas de glicose que
formam as ciclodextrinas possuem trés grupos hidroxila ndo envolvidos na formacgao da
cavidade desses carboidratos, uma hidroxila primdria localizada na base estreita do tronco
(posi¢do 6) e duas hidroxilas secunddrias localizadas na boca mais larga (posi¢cdes 2 e 3).
Por causa de diferencas na sua reatividade natural e fatores estéricos, uma derivacdo
completa ou seletiva ndo é facil de ser obtida. Esses produtos tém uma boa estabilidade
térmica. Outra solucdo € a dissolucdo da ciclodextrina derivada numa fase estaciondria
convencional. Consideracdes sobre ponto de fusdo e transicdo de fase passam a ndo ser
importantes para ciclodextrinas dissolvidas e colunas de alta eficiéncia podem geralmente
ser produzidas. Recentemente, fases de ciclodextrinas permetiladas ancoradas em

polisiloxano tém sido imobilizadas em superficie de silica fundida (POOLE, 1991).

As ciclodextrinas tém sido os agentes quirais mais utilizados para a cromatografia
direta. Nao apenas as CDs nativas sdo usadas em separagdes quirais, mas também seus

varios derivativos (mais hidrofilicos ou mais hidrofébicos) (JUVANCZ et al, 2002).

Nos ultimos anos, enantiomeros tém sido separados por colunas cromatogréficas

preparadas com a, B e y-CDs peralquiladas dissolvidas em polisiloxanos e recobertas
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dentro de tubos capilares de vidro ou silica fundida (FIGURA 4). Enantidmeros de
compostos polares (dlcoois, didis, dcidos carboxilicos) podem ser separados sem prévia
derivatizacdo, em tubos de silica fundida inerte recoberta com fases
polisiloxano/ciclodextrina. Mais ainda, alcanos e cicloalcanos racémicos s@o separados por
tais fases. Conseqilientemente, fases estaciondrias de ciclodextrina tém a capacidade de
separacOes quirais, com aplicagdes nos campos da agricultura, alimentos, aromas, bebidas,
amostras ambientais, petroquimicos, produtos naturais € quimicos (SUPELCO - Bulletin

877, 1998).
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FGURA 4 - Ciclodextrinas (escala aproximada)

As CDs possuem numerosos centros quirais — cinco em cada unidade de glicose. Em
uma unidade de glicose, cada centro quiral tem uma orientacdo distinta e estd a uma
distancia diferente do seu dtomo vizinho. Além disso, os formatos das unidades de glicose
ndo se repetem de uma unidade para a outra, entdo a B-CD possui 35 centros de

reconhecimento quirais distintos JUVANCZ et al, 2002).

O mecanismo pelo qual colunas com ciclodextrinas permetiladas separam
enantidmeros ndao € completamente entendido. As separagdes sdo, em parte, devido a
formacdo de complexos de inclusdo geometricamente dissimilares nas ciclodextrinas.

Interacdes por pontes de hidrogénio também estdo envolvidas na enantioseletividade. E
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postulado que o nimero de unidades de glicose e o tamanho da cavidade da ciclodextrina
ttm um papel critico nas diferentes interacdes com os enantidmeros. Isto pode ser
visualizado, por exemplo, quando um enantidmero forma predominantemente um
complexo de inclusdo assimétrica dentro da cavidade da B-CD. O outro enantidmero,
for¢ado por razdes geométricas a formar complexos completamente diferentes, comeca a se
separar do primeiro enantidmero como resultado da diferenca do tempo gasto por cada um
na interacdo com a macromolécula de B-CD (FIGURA 5) (SUPELCO - Bulletin 877,
1998).

w-pyckdexdnin: 4.7.824
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FIGURA 5 — Ciclodextrina (modelo molecular)

A FIGURA 6 mostra um cromatograma tipico da enantioseparacdo do citronelol

(SUPELCO — Note 114, 1998).
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FIGURA 6 — Enantioseparagao do citronelol

3.7. Imobilizacao de Enzimas

Enzimas imobilizadas sdo definidas como ‘“enzimas que estdo fisicamente
confinadas ou localizadas em uma regido definida do espago com retengdo das suas
atividades cataliticas, e que podem ser usadas repetida e continuamente”. O termo enzimas
imobilizadas inclui: (1) enzimas modificadas para uma forma insolivel por técnicas
adequadas, (2) enzimas soliveis usadas em reatores equipados com uma membrana de
ultrafiltracdo nao permedvel que retem as moléculas de enzima dentro do reator, e (3)
enzimas cuja mobilidade foi restringida pela ligagdo com outra macromolécula, sendo a

molécula resultante solivel em dgua (KENNEDY et al, 1987).

Houve uma expansdo muito grande do uso de enzimas imobilizadas nos ultimos 20
anos para obten¢do de produtos industriais. O principio bdsico € o mesmo tanto para
enzimas como para células imobilizadas. A imobilizacao é essencial quando o custo das

enzimas € alto (JOHNSON-GREEN, 2002).
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Biocatalisadores imobilizados sdo enzimas que foram confinadas para permitir
reutilizagdo continua. Ambas as técnicas, quimica e fisica, sdo usadas para imobilizar

enzimas. As técnicas fisicas tendem a ser de menor custo (LEE, 1996).

Quando as enzimas estio presentes na solucdo, algumas delas irdo deixar os reatores
junto com o produto final, o que significa ndo apenas que novas enzimas devem ser
introduzidas para repor as que foram perdidas, mas também que as enzimas devem ser
removidas do produto porque constituem impurezas indesejaveis. Além disso, enzimas
imobilizadas podem manter sua atividade mais tempo do que em solugdo. A maioria das
enzimas sdo labeis sob condi¢des normais de operacdo, tendo somente um vida tutil muito
limitada. Uma enzima imobilizada pode ser fixada numa posi¢do préxima a outras enzimas
participando de uma seqiiencia catalitica, aumentando a eficiéncia de uma conversao com

varias etapas (LEE, 1996).

As vantagens adicionais de enzimas e células imobilizadas estdo listadas na

TABELA 7.

TABELA 7 — Vantagens de enzimas e células imobilizadas

Enzimas \ Células
1. Reutilizagao da enzima que permite 1. Reutilizagdo da célula que permite operagao
operacdo continua continua
2. Estabilidade aumentada 2. Desnecessério para extra¢do de enzimas ou
purificacdo
3. Aumento das propriedades cinéticas; 3. Mantem intacta a atividade enzimatica e

melhor controle do processo catalitico menor sensibilidade a mudancgas nas condicoes
de operagao

4. Produto livre de enzima 4. Menores custos
5. Menores custos para enzimas caras 5. Uso de sistema multienzimético que requer
muitas enzimas e renovacao de cofatores
6. Uso de sistemas muiltienziméaticos 6. Novos usos médicos/industriais
7. Novos usos médicos/industriais 7. Redugdo dos problemas de polui¢ao industrial
por causa do processo continuo (menores
volumes)

8. Uso de enzimas de microrganismos
ndo-“GRAS”
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As particulas de enzimas as vezes tendem a formar agregados e se prendem nas
paredes do reator, especialmente quando a enzima € hidratada para obter atividade
catalitica. Estes problemas podem ser reduzidos pela imobilizacdo da enzima sobre um
suporte soOlido. Além disso, preparacdes de enzimas sobre suportes freqiientemente
apresentam atividade catalitica maior do que enzimas em p6. Outra razdo possivel € que o
suporte pode proteger a enzima da inativacdo reversivel durante a secagem ou liofilizagao
e, desse modo, manter alto o numero de moléculas de enzimas ativas. Ainda mais uma
explica¢do possivel € que o suporte fornece um micro ambiente favordvel para a enzima

durante a catdlise e, portanto, a atividade catalitica aumenta (ADLERCREUTZ, 1996).

Ainda ndo foram desenvolvidos métodos gerais que se apliquem a imobilizacdo de
enzimas. Por isso, € necessario escolher métodos e condi¢gdes disponiveis para imobilizagao

de cada sistema (LEE, 1996).

As enzimas sdo usualmente mais faceis de imobilizar do que as células por causa da
questdo da manutencdo da viabilidade celular. Conseqiientemente, produtos como
glutaraldeido podem ser usados para ligar covalentemente as enzimas a leitos sélidos

(JOHNSON-GREEN, 2002).

Alternativamente, as enzimas podem ser adsorvidas sobre suportes s6lidos. Atracdes
i0nicas, pontes de hidrogénio, ou forcas de van der Waals podem estar envolvidas na
adsor¢do. Por exemplo, leitos de celulose modificada semelhantes aos usados em
cromatografia de troca idnica (por exemplo, dietilaminoetil (DEAE)-sephadex) podem ser
usados para imobilizar enzimas. A enzima € acoplada aos leitos através de atracdes
eletroestdticas. Uma importante vantagem destes sistemas é que os suportes podem ser
reciclados. Quando a atividade enzimética diminui ao longo do tempo, a enzima pode ser
facilmente removida do leito e uma nova enzima readsorvida. Este é um importante
componente das andlises econdmicas da possibilidade de aplicacdo de um sistema com
enzima imobilizada. Uma enzima que mantém sua atividade por um longo periodo de uso é

crucial JOHNSON-GREEN, 2002).
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As enzimas também podem ser imobilizadas em géis. Reatores de leitos
empacotados e reatores de leitos fluidizados podem ser utilizados para processos de

enzimas imobilizadas (JOHNSON-GREEN, 2002).

Xaropes de “high-frutose” sdo importantes ingredientes em muitos alimentos e sdo
tipicamente produzidos com o uso de enzimas acopladas a leitos de celulose modificada.
Muitos outros processos biotecnoldgicos sao conduzidos com uma variedade de técnicas de
enzimas imobilizadas, e a aplicacdo da tecnologia de imobiliza¢do tende a crescer nos

proximos anos (JOHNSON-GREEN, 2002).

Nos processos de adsorcdo, a enzima € anexada a materiais com superficie ativa.
Até para esses carreadores chamados de inertes, 0 mecanismo de unido nao € tao simples e
provavelmente envolve uma combinagdo de forcas de van der Waals e pontes de
hidrogénio. Demonstrou-se que resinas de troca idnica resultam em atividade e estabilidade
melhoradas. A elui¢do da enzima continua ocorrendo, mas pode ser reduzida pela alteracdo
do pH, temperatura e forca idnica. A primeira enzima imobilizada comercialmente com
sucesso foi preparada por adsor¢do, e este método continua tendo vantagens para aplicagdes

industriais em larga escala (LEE, 1996).

Como compostos reativos ndo estdo envolvidos, ha pouca ou nenhuma mudanca

conformacional na enzima neste tipo de imobilizacio (KENNEDY et al, 1987).

A FIGURA 7 mostra duas formas de aplicacio de enzimas em meios

predominantemente organicos (ADLERCREUTZ, 1996).
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FIGURA 7 — Apresentacdo esquematica de diferentes maneiras de aplicacdo de enzimas em solventes
organicos: (a) suspensdo de enzima em po no solvente; os circulos menores na figura ampliada representam
moléculas de enzima; (b) suspensdo de enzima sobre um suporte

ABBAS et al (2003) investigaram a habilidade da lipase de Mucor sp imobilizada
sobre Amberlite IRC 50 para catalisar a sintese de ésteres de aroma em meio organico
(ciclohexano) a 35°C. Foram usados como substratos os dcidos propidnico, butirico e
capréico, bem como os dlcoois metanol, etanol, alilico, butanol, isoamilico, geraniol,
citronelol e farnesol em razdo equimolar. A maioria dos ésteres foram sintetizados com
bom rendimento (>90%). Diferentes rendimentos de conversao foram observados de acordo
com a afinidade da lipase com os dcidos ou os dlcoois. Altas e rdpidas conversdes de 92 a
98% foram observadas para os caproatos de metila e de etila, respectivamente, depois de 4
horas de reacdo, e rendimentos de 95, 100 e 93% foram obtidos para butirato de butila,

caproato de butila e caproato de alila, respectivamente, depois de 24 horas de reacgao.

A lipase de Staphylococcus warneri foi imobilizada em silica gel e usada na
esterificacdo de diferentes acidos e dlcoois em n-heptano. A enzima produziu ésteres de
etila do 4cido valérico até o oléico com um 6timo para o 4cido decandico. Ela esterificou
alcoois primdrios alifdticos de cadeia normal e de cadeia ramificada do etanol até o
hexanol. Sob as mesmas condi¢des, os dcidos acético e butirico sofreram pouca

esterificacdo (TALON et al, 1995).

A lipase de Candida cylindracea foi imobilizada em géis com ligagcdes cruzadas
para a sintese de butirato de etila por esterificacao direta do etanol com &4cido butirico em
hexano. A imobilizacdo da enzima aumentou sua atividade em até 2,8 vezes, melhorou o
rendimento da esterificagdo e diminuiu a inibicdo pelo dlcool. Géis hidrofébicos

mostraram-se melhores do que os hidrofilicos em termos de performance geral, e a enzima
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imobilizada manteve 70% da sua atividade inicial depois de 15 ciclos de reacdo em

batelada (CHEN, 1996).

O isovalerato de isoamila, um éster relacionado ao aroma de maca, foi sintetizado
por esterificacdo direta do dlcool isoamilico com &4cido isovalérico usando lipase de
Rhizomucor miehei (Lipozyme IM-20) imobilizada em uma resina trocadora de anions.
Investigou-se vdrios parametros da reacdo que afetam a sintese do éster, incluindo
concentracdo de substrato, concentracdo de enzima, razio molar dos substratos,
temperatura ¢ tempo de incubac¢do. O rendimento maximo (>85%) foi obtido com a
concentracdo de 0,5 M do 4cido (razdo molar 1,5:1 de alcool/dcido), usando 10g/L de
enzima, temperatura de 50°C e tempo de incubacdo de 144 horas em n-hexano

(CHOWDARY et al, 2000).

HAMSAVENI et al (2001) usaram a lipase imobilizada de Rhizomucor miehei
(Lopozyme IM-20) para a sintese do isobutirato de isobutila por esterificacdo direta do
acido isobutirico e do isobutanol. A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para
determinar o efeito do solvente (log P variando de 0,49 a 4,5), concentragao do 4cido (0,05-
0,25 M), concentragdo de enzima (25-225 mg), periodo de incubacgdo (24-120 horas) e
temperatura (30-70°C) na reacao de esterificacdo. A reag¢do apresentou bons resultados para
todas as concentragdes de dcido empregadas, mas com melhores valores em concentragoes
mais altas de enzima. Até com a baixa concentracdo de enzima de 25 mg, observou-se 50%
de conversdo. A enzima apresentou atividade em toda a faixa de temperatura analisada, até
o periodo de incubagdo de 120 horas. Os resultados mostram que os rendimentos foram
maiores para solventes com log P > 2, isto é, quando solventes mais apolares foram
empregados. As condicdes 6timas preditas pelo modelo para um rendimento maximo de
200 mM foram acido isobutirico 0,2 M, isobutanol 0,2 M, concentragdo de enzima 225 mg,
periodo de incubag@o 72 horas, hexano (log P = 3,5) como meio de reacdo e temperatura
70°C. Sob estas condi¢des, obteve-se um rendimento experimental de 195 mM que condiz

perfeitamente com o rendimento predito pelo modelo.
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Os monoésteres de propileno glicol com baixo balango hidrofilico-lipofilico sao
amplamente usados na industria de alimentos. A habilidade da lipase imobilizada de
Rhizomucor miehei (Lipozyme IM-77) na catdlise da esterificacdo direta de propileno glicol
com d&cido laurico foi investigada por SHAW et al (2003). Adotou-se a metodologia de
superficie de resposta para avaliar os efeitos das varidveis da sintese, tais como tempo de
reacdo (3-9 horas), temperatura (25-65°C), quantidade de enzima (15-45%) e razdao molar
entre dcido laurico e propileno glicol (1:1 a 1:3), sobre a conversdo molar percentual
obtendo-se monolaurato de propileno glicol. Os resultados demonstraram que a temperatura
e o tempo de reacdo foram os parametros mais importantes e a quantidade de enzima tem o
menor efeito sobre a conversao molar percentual. As condi¢gdes 6timas para a sintese foram:
tempo de reacdo, 7,6 horas; temperatura, 37,6°C; quantidade de enzima, 37,1%; e razao
molar entre os substratos, 2,6:1, sendo predito 100% de conversdo molar. O valor

experimental observado foi de 96% de conversdao molar.

O acetato de cis-3-hexen-1-ila, amplamente usado na industria de alimentos, é um
éster de cadeia curta com odor frutal, que € um modelo importante de compostos de aroma
com notas naturais “verdes”. CHIANG et al (2003) avaliaram a habilidade da lipase
imobilizada de Rhizomucor miehei (Lipozyme IM-77) de catalisar a transesterificacdo do
cis-3-hexen-1-ol com triacetina em n-hexano. A metodologia de superficie de resposta foi
adotada para mensurar os efeitos dos parametros da reacdo sobre a convesdao molar
percentual do acetato de cis-3-hexen-1-ila, tais como tempo de reacdo (8-24 horas),
temperatura (25-65°C), quantidade de enzima (0,02-0,1 BAUN), razdo molar dos substratos
triacetina/cis-3-hexen-1-ol (1:1 a 1:3) e conteido de &dgua adicionada (0-20%). A
temperatura da reacdo e a razao molar dos substratos foram os parametros mais importantes
e o contetido de dgua adicionada teve o menor efeito sobre a conversao molar percentual. A
melhor taxa de transesterifica¢do foi obtida, segundo o modelo, em 19,2 horas, 48,5°C, 0,09
BAUN de enzima, razdo molar de substratos 2,5:1 e dgua adicionada 7,85%. Nessas
condic¢des, o modelo prevé 82,1% de conversdo molar e o valor experimental observado foi

de 80,9%.
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A sintese de ésteres de dcidos graxos com agucares catalisada por lipase através de
esterificacdo direta com 2-metil-2-butanol como solvente foi conduzida por SOULTANTI et
al (2001). Estas moléculas tém diversas aplicacdes nas industrias de cosméticos e de
alimentos. De fato, estes surfactantes nao idénicos podem ser usados como emulsificantes e
sdo compostos de aroma em uma grande variedade de formulacdes de alimentos. Frutose e
acidos graxos saturados foram usados como substratos e a reacdo foi catalisada por lipase
imobilizada de Candida antarctica. Investigou-se os efeitos da razdo molar inicial
frutose/doador acila, do comprimento da cadeia carbénica do dcido bem como das suas
interacdes reciprocas sobre a performance da reacdo. Com este objetivo, empregou-se um
planejamento experimental variando a razdo molar de 1:1 até 1:5 e o comprimento da
cadeia carbonica do 4cido de C8 até C18. A andlise estatistica dos dados indicou que os
dois fatores, assim com suas interagdes, t€m efeito significativo na sintese de ésteres de

acucar. As menores razdes molares apresentaram as melhores taxas de reagdo.

3.8. Esteres de Aroma Terpénicos

Compostos terpénicos sdo basicamente formados por unidades bioldgicas de
isopreno-Cs. Juntamente com o recente conhecimento de mecanismos de reacdes quimicas,
tornou-se possivel explicar a grande variedade de estruturas terp€nicas naturais

(KRASNOBAIJEW, 1984).

Os monoterpenos constituem um grande grupo de produtos naturais sintetizados e
acumulados em estruturas glandulares distintas de 50 familias de plantas superiores. A
vasta maioria desses compostos € ciclica e representa um nimero relativamente pequeno de
“esqueletos” que se multiplicam em vdrios derivados simples, isomeros de posi¢do e

variantes estereoquimicos (CROTEAU, 1986).

A andlise dos derivados de monoterpenos permite a diferenciacdo entre variedades
de uva e entre vinhos de estilos similares (STRAUSS et al, 1986). Este grupo de compostos
mostra uma relagdo com diversas caracteristicas sensoriais. Os aromas de algumas

variedades de uva sdo determinados pelos seus monoterpenos.
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Nos dltimos anos, transformacdes microbianas de compostos terpénicos foram
muito estudadas. Estas revisOes enfatizaram transformacdes microbianas de compostos
terpénicos com aplicagdo potencial especialmente na indudstria de aromas e fragrancias e,
mais ainda, enfatizaram os compostos com possivel desenvolvimento biotecnoldgico

(KRASNOBAIJEW, 1984).

J4& ha muito tempo desenvolveram-se formulagdes sofisticadas de terpenos de
ocorréncia natural e seus derivados oxigenados. Destilacdo a vapor de materiais vegetais
pode produzir 6leos essenciais cujos constituintes majoritarios sdo os terpenos, porém
alguns podem estar presentes em baixas concentracdo. Compostos terpénicos também sao
encontrados no reino animal, especialmente em insetos, microrganismos € organismos

marinhos (KRASNOBAJEW, 1984).

As dificuldades encontradas na transformacdo de terpenos sdao devido ao fato de
muitos microrganismos transformarem ou degradarem os terpenos adicionados em vérios
metabodlitos sem utilidade ou de dificil separacdo. Além disso, compostos terpénicos
volateis podem ser perdidos por causa da forte aeragdo necessdria, especialmente em

fermentagdes em tanques profundos (KRASNOBAJEW, 1984).

Por outro lado, vérios estudos indicam um alto potencial para o uso industrial de

transformagdes microbianas de terpenos (KRASNOBAJEW, 1984).

A produ¢do de monoterpenos por Ceratocystis moniliformis é um processo
subseqiiente a rota do mevalonato, apds o término da fonte de nitrogénio. Isto é uma tipica
producdo de metabodlito secundério. Geraniol € o primeiro composto a ser formado,
diminuindo depois de dois dias. Citronelol, nerol, e neral surgem depois do segundo dia, e

linalol e a-terpineol ndo sdo produzidos até o quarto dia (SCHARPEF et al, 1986).

SCHREIER et al (1986) identificaram o linalol como o volétil mais abundante em

mamao (Carica papaya) numa concentragdo maior que 500 nug/Kg.
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Segundo MARRIOT (1986), dependendo da cultivar de groselha preta, o linalol
pode ser encontrado em concentracdes que variam de 16 a 59 ug/Kg e o citronelol, de 138 a

185 ng/Kg.

Segundo STRAUSS et al (1986), o linalol e o citronelol (e seus ésteres de acetato)
estdo presentes na uva Vitis vinifera e em vinhos, e sdo um dos principais terpenos de

aroma da fruta.

O linalol é encontrado na uva em uma concentragdo maior do que seu threshold.
Além disso, ja foi demonstrada uma correlacdo entre o seu contetdo e a intensidade do

aroma em uvas (STRAUSS et al, 1986).

Ainda segundo STRAUSS et al (1986), a concentracdo de linalol pode ser usada

para distinguir seis cultivares de uvas utilizadas para produgao de vinho.

Kluyveromyces lactis sao capazes de produzir monoterpenos, tais como citronelol e
linalol, embora em taxas muito baixas (50 pg/L). Alterando-se as condi¢des de cultivo,
muda-se a taxa e o tipo de produto formado. Aumentando-se a temperatura e a
concentracdo da fonte de nitrogé€nio asparagina, aumenta-se substancialmente a taxa de

citronelol (SCHARPF et al, 1986).

Terpenos aciclicos e dlcoois sesquiterpénicos ocorrem em muitos 6leos essenciais.
Eles sdo formalmente isolados dos 6leos nos quais sdo os principais constituintes. Os
alcoois terpénicos aciclicos geraniol, linalol e citronelol sdo os mais importantes, usados

como substancias de fragrancias e aromas (BAUER et al, 1985).

O I-citronelol foi encontrado na natureza em plantas da familia Rosaceae; d- e dl-
citronelol foram identificados em: Verbenaceae, Labiattae, Rutaceae, Geraniaceae €
outras. O citronelol foi relatado como constituinte de cerca de 70 dleos essenciais € no oleo

de Rosa bourbonia. O 6leo de rosa bulgara foi relatado como contendo mais de 50% de 1-
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citronelol, enquanto geranio do leste da Africa contem mais de 80% do isdmero d. O
produto natural é sempre oticamente ativo (FENAROLI, 1971). Os isomeros 6ticos fS(+)-

citronelol e S(-)-citronelol exibem odores diferentes (KRASNOBAJEW, 1984).

O 4cido butirico normalmente estd presente em manteiga como um glicerideo. Ele
foi encontrado em 6leos essenciais de: Ceilao de citronela, Eucalyptus globulus, Araucaria
cunninghemii, Lippia scaberrima, Monarda fistulosa, cajeput, Heracleum giganteum,
lavanda, Hedeoma pulegioides, valeriana, noz-moscada, ldpulo, Pastinaca sativa, erva-
doce espanhola e outros. Foi também identificado em aroma de morango (FENAROLI,

1971).

O 4cido valérico nao é muito comum na natureza. E relatado (como o éster
correspondente) em 6leo essencial de Boronia anemonifolia, em frutos de abacaxi e em
outras plantas; também foi identificado como 4cido ou o éster correspondente em 6leo

essencial de limao petit-grain (FENAROLI, 1971).

Os ésteres dos dlcoois terpénicos aciclicos geraniol, linalol e citronelol com 4cidos
graxos de cadeia curta sdo substancias de fragrancias e aromas extremamente importantes.
Todos os ésteres terpé€nicos aciclicos usados como compostos de fragrancias e aromas
podem ser preparados por esterificacdo direta dos dlcoois. Como os ésteres de geraniol,
linalol e citronelol com 4cidos graxos de cadeia curta sdo importantes para o odor de muitos
6leos essenciais, eles sdo amplamente usados na reconstitui¢ao de tais 6leos, bem como na

composi¢ao de perfumes e aromas (BAUER et al, 1985).

O butirato de citronelila estd presente em 6leo de citronela do Ceilao. Ele tem odor
forte de rosa, frutal e gosto doce de ameixa. Pode ser usado em bebidas nado alcodlicas - 3,8
ppm; sorvetes, etc - 11 ppm; doces - 13 ppm; gelatinas e pudins - 3,1 a 4,2 ppm; gomas de
mascar - 2,3 ppm. Ainda estd presente nos aromas naturais de abacaxi e de ameixa

(FENAROLLIL 1971).
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O valerato de citronelila € relatado na esséncia de Boronia citriodora. Este
composto possui odor caracteristico de rosas, ervas e mel. Ele tem como principais usos:

bebidas ndo alcodlicas - 1,0 ppm; sorvetes, etc - 2,5 ppm; doces - 3,0 ppm (FENAROLI,
1971).

Os ésteres de aroma quirais butirato e valerato de citronelila, com suas respectivas
estruturas e propriedades organolépticas, sio apresentados na Tabela 8 (CATALOGO
Flavors & Fragrances — Featuring Naturals, 1999/2000 e FENAROLI, 1971).

TABELA 8 — Estruturas e propriedades organolépticas do butirato e do valerato de citronelila

Composto Estrutura Propriedades FDA FEMA
Organolépticas N°
CH,
Butirato de o H H H Frutal', doce, rosa  121.1164* 2312
Citronelila C—O—g—(l)—(lj—(I)—H
H, T 7 T
H H H
H,C~ “CH,
CH3
Valerato de OHHHH Morno, mel, 121.1164 2327
Citronelila o herbéceo’, rosa suave
G-0~C=0—6=6=6H |
2 HHHH
H,C~ “CH,

' Termo genérico para odores de varios tipos de frutas (BAUER et al, 1985)
7 §121.1164 — Refere-se a secio do “Federal Food, Drug and Cosmetic Act” que indica que substincias
aromatizantes sintéticas podem ser usadas de forma segura em alimentos de acordo com as seguintes
condi¢des (FENAROLI, 1971):
1. usadas na quantidade minima requerida para produzir o efeito desejado e em conformidade com todos
os principios de Boas Praticas de Processamento, e
2. elas consistirem de uma ou mais formas apropriadas utilizadas sozinhas ou em combina¢do com
substincias aromatizantes geralmente reconhecidas como seguras em alimentos, previamente
sancionadas para uso em alimentos ou regulamentadas em qualquer se¢do.

* Odor complexo, ndo caracteristico, de ervas verdes como, por exemplo, salva, hortela, eucalipto, ou nuances
de terra (BAUER et al, 1985)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Reagentes e Solventes Quimicos

DL-Citronelol (Sigma); &4cido acético (Merck), dcido butirico (Sigma), acido
valérico (Merck) e dcido caprilico (Vetec); isooctano (Sigma); peneira molecular 4 A; celite

545 (Labsynth).

4.1.2. Enzimas

Preparacdes de lipase bruta liofilizada de Rhizopus sp, Fusarium 152 B, Fusarium

160 A1, Tricoderma sp e Alcaligenes sp.

Lipase comercial Lipozyme IM 20 (NOVO - Copenhagen, Denmark).

4.1.3. Padroes para Cromatografia Gasosa e Quiral

(8)-(-)-B-Citronelol 99%, (R)-(+)-p-citronelol 98% (padrdes Aldrich Chemical Co).

4.1.4. Equipamentos

Estufa de cultura modelo 002-CB, Fanem; centrifuga refrigerada modelo J2-21,
Beckman; liofilizador Flexi-Dry™, FTS Systems; cromatégrafo a gis com detector de
ionizacdo de chama Chrompack CP 9001 com integrador e software MOSAIC; coluna
quiral B-DEX™ 225 (30 m x 0,25 mm &), particula 0,25 um (SUPELCO); banho de dgua
termostatizado modelo G-76, New Brunswick Scientific; evaporador rotativo modelo MA

120, Marconi.

48



4.2. Metodologia

4.2.1. Producdo da Lipase de Rhizopus sp

A metodologia para a obtencdo do extrato enzimdtico bruto liofilizado foi
estabelecida por COSTA (1997). O meio de cultura semi-sélido foi composto de farelo de
trigo e dgua (60 e 40% p/p, respectivamente). Erlenmeyers de 500 mL contendo 20 g de
meio esterilizados foram inoculados com 1 mL de suspensdo homogénea de esporos de
Rhizopus sp, preparada com dgua destilada estéril e com esporos de cultura de 96 horas de
crescimento em meio inclinado de dgar batata dextrosado. Os erlenmeyers foram incubados

a 30°C por 120 horas.

Os meios de cultura foram homogeneizados e permaneceram sob extragdo por uma
hora. O meio de cultura foi filtrado em gaze e coletado em um unico recipiente. Ao filtrado
foi acrescentado sulfato de amonio até 80% de saturagdo. O sal foi adicionado lentamente
com agitacdo branda e a mistura permaneceu por 24 horas a 5°C para precipitacdo completa
da enzima. A mistura foi centrifugada a 7000 rpm por 15 minutos sob refrigeracdo (4°C). O
precipitado foi dialisado contra dgua destilada a 5°C até a liberacdo completa do sulfato de
amonio. Apds a didlise, o material foi congelado e liofilizado. O p6 obtido foi denominado
preparagdo enzimdtica bruta e estocado em congelador. Foi determinada a atividade
lipolitica e concentragdo protéica da preparagdo enzimdtica, encontrando-se
0,212pmol/min*mg de enzima (quantidade de 4cido graxo liberada, em 4cido oléico, por

minuto e mg de enzima) e 607,4mg de proteina por g de enzima.

As outras preparagOes enzimdticas brutas foram obtidas do estoque ja existente no

laboratério de Bioaromas da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA/UNICAMP).
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4.2.2. Reagdes de Esterificacdo na Presenca de Solvente Organico

As reagdes de esterificacao foram realizadas em frascos de vidro com capacidade de
30 mL selados com lacre. O sistema foi composto de isooctano, dlcool terpénico, um dos
acidos de interesse, peneira molecular (4% em relagdo a massa total de substratos), pérolas
de vidro, e enzima. Experimentos sem adi¢cdo de enzima foram preparados a fim de avaliar
a porcentagem de esterificacdo espontanea do sistema (controle). Uma vez dissolvidos os
substratos no solvente em banho termostatizado, a enzima e a peneira molecular foram

adicionadas ao meio de reacdo. As reacdes foram conduzidas a 40°C e 200 rpm.

Em um primeiro momento, testou-se a capacidade catalitica de lipases de diferentes
fontes (Rhizopus sp, Fusarium 152 B, Fusarium 160 Al, Tricoderma sp e Alcaligenes sp)
na esterificac@o do citronelol com os 4cidos butirico e valérico. O sistema foi composto por
2 mL de solvente organico (isooctano), 8 mmoles do dlcool, 8 mmoles do 4cido, peneira
molecular, enzima (5% em relagdo a massa total de substratos) e pérolas de vidro.

Aliquotas foram retiradas apds 24 e 48 horas de reagao.

O efeito do comprimento da cadeia do acido e da presenca ou ndo de solvente
organico sobre a atividade de esterificacao da lipase de Rhizopus sp foi avaliado. O sistema
com presenca de solvente foi composto de 2 mL de isooctano, 3,15 mmoles de dlcool e um
dos 4cido analisados (acético, butirico, valérico e caprilico), peneira molecular, enzima

(5%) e pérolas de vidro. Aliquotas foram retiradas ap6s 12, 24, 48, 72 e 96 horas de reagdo.

4.2.3. Reacdes de Esterificacdo na Auséncia de Solvente Organico

O sistema livre de solvente orginico foi composto por 8,5 mmoles de alcool,
8,5mmoles de um dos 4cidos, enzima (5%) e pérolas de vidro. Aliquotas foram retiradas

apo6s 12, 24, 48, 72 e 96 horas de reagao.
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A partir deste ponto, analisou-se o efeito da razdo molar entre os substratos
(citronelol e acidos butirico ou valérico) e da quantidade de enzima sobre o rendimento da
reacdo de esterificacdo catalisada pela lipase de Rhizopus sp em meio livre de solvente.
Para tanto, foi realizado um planejamento fatorial completo (NETO et al, 2002) com o
intuito de otimizar o rendimento da catdlise em relagdo aos fatores j4 mencionados. Este
planejamento experimental serd melhor detalhado no item 5. (Resultados e Discussdo).

Aliquotas foram retiradas em 24 e 48 horas de reacao.

4.2.4. Imobilizacao da Enzima

A lipase de Rhizopus sp foi imobilizada sobre celite 545 como descrito por
IVANOV et al (1997). 200 mg da preparagdo enzimatica bruta liofilizada foram dissolvidos
em 5 mL de tampao fosfato de sédio 0,01 M (pH 7,5) e a solu¢do foi misturada com
agitador magnético em um banho de gelo por 1 hora. A solugao foi, entdo, filtrada e diluida
com 4gua destilada até 20 mL. Celite 545 (2,5 g) foi adicionada a solu¢do enzimdtica, e a
mistura foi agitada por 15 minutos e seca sob pressdo reduzida em evaporador rotativo a
40°C. A enzima imobilizada foi armazenada em congelador. Como o método de
imobilizacao utilizado € baseado em adsorcdo fisica, o rendimento do processo foi

considerado como 100%.

O mesmo planejamento experimental aplicado para avaliar o efeito da razdo molar
entre os substratos e da quantidade de enzima foi utilizado para os estudos com a lipase
imobilizada. Porém, desta vez, a esterificagdo foi conduzida em meio com solvente

(isooctano). Aliquotas foram retiradas apds 24 horas de reacgao.

Com o resultado deste planejamento, testou-se a reutiliza¢do da enzima imobilizada
nas suas condi¢des de melhor rendimento a fim de avaliar se a sua atividade na catélise da
esterificacdo direta se mantinha apds diversos ciclos de aplicagdo. Fez-se a mesma

avaliacdo para a lipase comercial Lipozyme IM 20 (NOVO - Copenhagen, Denmark).
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4.2.5. Quantificagdo por Cromatografia Gasosa e Quiral

Os experimentos tiveram seus rendimentos analisados por cromatografia gasosa
(Chrompack CP 9001) em coluna de separacdo quiral B-DEX™ 225 (20% de PB-
ciclodextrina permetilada) com o objetivo de avaliar, além da esterificacdao total, se a

enzima possuia preferéncia por alguma das duas formas enantioméricas do dlcool utilizado.

A quantificacdo dos ésteres formados foi realizada através da andlise das duas
formas enantioméricas residuais do dlcool utilizando Calibragdo Externa. As condi¢des de
andlise foram: temperatura do forno 95°C; do detector (FID), 300°C e do injetor, 220°C; gas
de arraste, He, na velocidade linear de 18,5 cm/s (80kpa) em sistema de injecdo split com

razao 1:100.

A curva de calibracdo externa foi preparada através da injecdo, nas mesmas
condicdes de andlise, de 1 umL das solucdes-padrao de (S)-(-)-B-Citronelol. As
concentracdes destas solugdes variaram entre 0,5 e 4 mg/mL. A curva de calibra¢io obtida

pode ser vista no ANEXO 1.

Ao final de cada tempo de reacdo, eram retirados 20 wmL do sistema reacional e
estes eram diluidos até 1 mL. Desta solugdo injetava-se 1 wumL para andlise. Exemplos dos

cromatogramas gerados estao expostos no ANEXO 2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao da Lipase para Sintese de Esteres de Citronelila

A ordem de adi¢do dos componentes do meio de reacdo foi escolhida com base no
trabalho de CLAON ez al (1993). Esteres de geraniol e citronelol com 4cidos graxos de
cadeia curta foram sintetizados por esterificacio direta catalisada por lipase com
rendimentos que variaram de 90 a 100% de conversdo molar. Neste trabalho, investigou-se
o efeito da ordem de adicdo dos substratos, solvente e enzima. Os rendimentos foram
maiores quando o solvente foi adicionado primeiro seguido pelos substratos e, entdo, pela

lipase.

As TABELAS 9 e 10 mostram os rendimentos, em porcentagem de conversao
molar, para a sintese dos ésteres butirato e valerato de citronelila, respectivamente, em 24 e
48 horas empregando lipases microbianas de diferentes fontes. Apds cada tabela, apresenta-

se a versao grafica destes resultados (FIGURAS 8 € 9).

TABELA 9 — Conversdo molar na sintese de butirato de citronelila

Fonte da Conversao Molar (% )/Conversao Molar (%)
Lipase 24 horas 48 horas
Rhizopus sp 17,4 48,8
Fusarium 152 B 4,00 11,1
Fusarium 160 A1l 0,00 0,00
Tricoderma sp 0,00 0,00
Alcaligenes sp 2,90 15,3

53



2 60,0%

b

o O, _

% 40,0% 024 horas

(&) 20,0% M 48 horas
oo LLHL B o |

1% A .
\)e%Q o @Qv (({ogQ QQQQ
\(\\ (bs\ ‘\0 X C)o db\‘\
Q\>6 A N

FIGURA 8 — Conversdao molar na sintese de butirato de citronelila

TABELA 10 — Conversao molar na sintese de valerato de citronelila

Fonte da Conversao Molar (% )/Conversao Molar (%)

Lipase 24 horas 48 horas
Rhizopus sp 63,1 76,3
Fusarium 152 B 0,00 17,5
Fusarium 160 A1 6,80 13,6
Tricoderma sp 11,1 14,4
Alcaligenes sp 11,5 11,3
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FIGURA 9 — Conversdao molar na sintese de valerato de citronelila
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Os resultados obtidos mostram, claramente, um melhor rendimento de esterificacio
apresentado pela lipase de Rhizopus sp. Esta lipase atinge esterificacdes da ordem de 50%
em 48 horas para os ésteres estudados, enquanto as demais ndo atingem 20% no mesmo
periodo. Estes valores s6 vém confirmar um estudo que tem sido realizado no laboratério

de Bioaromas da FEA/UNICAMP com a enzima em questao.

A lipase de Rhizopus sp apresentou valores de conversdo compardveis a literatura
que utiliza sempre lipases comerciais, confirmando que estas lipases devem ser objeto de
mais estudos por possuirem grande potencial de aplicacdo na sintese de ésteres formadores

de aroma em alimentos (MACEDO, 1997).

A lipase de Rhizopus sp também apresentou intensa atividade de esterificacdo em
meio reacional isento de 4gua. A maior ou menor porcentagem de esterificacdo depende da
relacdo molar entre o 4cido graxo e o glicerol bem como da especificidade da agdo

enzimadtica quanto ao tipo de dcido graxo utilizado (VIEIRA, 1999).

Com todas estas evidéncias, optou-se por realizar o restante do trabalho apenas com
a lipase de Rhizopus sp, aprofundando o estudo das varidveis da reagdo catalisada por esta
enzima na esterificacdo direta do citronelol visando a sintese de ésteres terpé€nicos de

aroma.

Nove lipases em p6é comercialmente disponiveis foram investigadas por WU et al
(1996) em relagdo a habilidade de hidrolisar 6leo de oliva e sintetizar oleato de 1-butila por
esterificacdo direta e éster de 2-etila-1-hexila de O6leo de semente de colza por
transesterificacdo. Sob as condi¢des experimentais usadas, a lipase de Candida rugosa
apresentou a maior atividade hidrolitica (88 U/mg de enzima). A lipase de Pseudomonas
fluorescens obteve a maior conversao do dleo, cerca de 95%, em 24 horas. Além disso, as
lipases de C. rugosa e Rhizopus sp resultaram na maior conversdao de 6leo de semente de
colza, sendo de quase 100%. A lipase pancredtica de suino mostrou a menor atividade
hidrolitica (1,5 U/mg de enzima) e também a menor atividade sintética com conversdes de

acido oléico e 6leo de semente de colza de apenas 50 e 19%, respectivamente. Para a lipase
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de Rhizomucor miehei, apenas atividades de esterificacdo e transesterificagdo foram
relatadas. Finalmente, para a lipase de Chromobacterium viscosum, nenhuma relacdo entre

as atividades hidrolitica e sintética foi observada.

AKOH et al (1998) testaram diversas lipases quanto a habilidade de catalisar a
sintese de ésteres de citronelila e geranila em meio orgéanico usando ésteres de vinila como
agentes acilantes. Baseado nos resultados, escolheu-se a lipase SP 435 de Candida
antarctica para o estudo do efeito dos parametros reacionais na sintese de ésteres de dlcoois
terpénicos com dcido acético. Esta enzima (na concentragao de 10% p/p em relacdo a massa
de substratos) apresentou rendimentos de 97,7 e 98,6% para os acetatos de geranila e
citronelila, respectivamente. Os estudos do tempo de reacdo mostraram que os rendimentos
maximos sdo obtidos em 8 e 16 horas de incubagdo, respectivamente. Para os dois acetatos,
solventes com log P > 3,2 foram necessarios para os maiores rendimentos e a faixa de

temperatura entre 30 e 50°C foi adequada para a sintese destes ésteres.

YEE et al (1995) testaram cinco lipases quanto a habilidade de sintetizar ésteres
terpénicos por transesterificacdo. A natureza do dlcool terpénico e da enzima, bem como o
comprimento da cadeia do doador acila afetaram os rendimentos da reacdo. A lipase AY de
Candida rugosa apresentou o melhor rendimento global (96,2%). Geraniol e tributirina

foram também os melhores reagentes.

5.2. Estudo do Efeito do Comprimento da Cadeia do Acido e da Presenca ou Nao de

Solvente Organico (Isooctano) na Sintese de Esteres de Citronelila

O efeito do comprimento da cadeia carbdnica do 4cido na esterificagdo do élcool
terpénico citronelol empregando lipase de Rhizopus sp foi verificado. Além disso, avaliou-

se a necessidade da presenca ou ndo de solvente organico nesta reacao.

As taxas de esterificacdo em diferentes tempos de reacdo na presenca de solvente

(isooctano) estdo apresentadas na TABELA 11 e FIGURA 10.
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TABELA 11 - Efeito do comprimento da cadeia do 4cido sobre a esterificagdo do citronelol por lipase de

Rhizopus sp na presenca de isooctano, a 40°C

Tempo| Ac. Acético [Ac. Butirico/Ac. ValéricoAc. Caprilico
(horas)/(2 carbonos)(4 carbonos)|(5 carbonos)| (8 carbonos)
12 0,00% 5,36% 15,2% 50,1%
24 0,00% 10,3% 32,4% 82,1%
48 0,00% 47,8% 86,0% 91,6%
72 0,00% 75,4% 90,0% 91,5%
96 4,20% 83,7% 88,5% 89,9%
100%
» 80% A
)
g —e— Acetato
60% - .
R —m— Butirato
g 0% - Valer.ato
S Caprilato
O 20% -
0% ’
0 20 40 60 80

Tempo (horas)

FIGURA 10 — Efeito do comprimento da cadeia do dcido sobre a esterificacdo do citronelol por lipase de

Rhizopus sp na presenca de isooctano, a 40°C

As mesmas reagdes foram conduzidas em meio livre de solvente organico e seus

resultados podem ser vistos na TABELA 12 e na FIGURA 11.

TABELA 12 — Efeito do

comprimento da cadeia do 4cido sobre a esterificagdo do citronelol por lipase de
Rhizopus sp na auséncia de solvente, a 40°C

Tempo| Ac. Acético [Ac. Butirico/Ac. ValéricoAc. Caprilico
(horas)(2 carbonos)(4 carbonos)(5 carbonos) (8 carbonos)
12 0,00% 3,56% 10,7% 22.2%

24 0,00% 6,63% 28,8% 65,7%

48 8,36% 41,2% 74,4% 85,0%

72 10,6% 73,8% 83,4% 87,3%

96 40,8% 79,3% 83,8% 84.,4%
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FIGURA 11 — Efeito do comprimento da cadeia do dcido sobre a esterificacéo do citronelol por lipase de
Rhizopus sp na auséncia de solvente, a 40°C

Os resultados acima descritos conduzem a duas conclusdes imediatas. Primeiro,
entre os acidos estudados, quanto maior o comprimento da sua cadeia carbdnica, maior o
rendimento da reagdo de esterificacdo do citronelol. Sendo a maior diferenca entre o dcido
acético e os outros trés doadores acila. Enquanto o acetato de citronelila alcancou apenas

40% de sintese, os outros trés ésteres ultrapassaram 80% de formacgao.

Inclusive entre os trés dcidos de melhor desempenho (butirico, valérico e caprilico)
percebe-se uma maior taxa de conversdao nas primeiras horas de reacdo para maior
comprimento de cadeia. Ou seja, inicialmente, a catdlise € mais rdpida para o 4cido
caprilico, seguida do valérico e do butirico. Porém esta diferenca se reduz bastante até 96

horas.

A segunda conclusdo desta parte do estudo se evidencia no fato de a enzima ser
capaz de catalisar a esterificaciao do citronelol com os dcidos em questdo tanto na presenca
quanto na auséncia de isooctano. Esta observacdo foi extremamente importante pois 0s
ésteres sintetizados possuem propriedades sensoriais e, portanto, podem ser empregados na
industria de alimentos. Com isso, sua producao em meios com solvente organico dificulta
esta finalidade. Uma excecdo foi a sintese do acetato de citronelila que foi mais

pronunciada em meio livre de solvente.
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Porém, como a sintese do acetato de citronelila apresentou baixo rendimento,
decidiu-se por nao continuar seu estudo a fim de aprofundar a andlise dos outros ésteres. E
apesar do caprilato de citronelila ter sido o produto de mais rdpida formagdo pela lipase de
Rhizopus sp, este composto também nao foi avaliado nas etapas posteriores porque nao é

um éster de aroma encontrado na natureza e relatado na literatura.

BOURG-GARROS et al (1998) investigaram a lipase de Candida antarctica
imobilizada em resina acrilica (Novozym 435) para a sintese de acetato de (z)-3-hexen-1-ila
por esterifica¢ao direta em n-hexano e em meio livre de solvente. Um exame cuidadoso dos
principais parametros (temperatura, quantidade de lipase, concentracdo dos substratos,
razdo acido:alcool) estabeleceu a habilidade desta enzima na preparacdo do composto ja
mencionado. Sob as mesmas condi¢des, a lipase de Mucor miehei imobilizada em uma
resina trocadora de anions (Lipozym IM) nao apresentou rendimentos aprecidveis na
sintese do éster. Em n-hexano, a 70°C, na presenca de 2% de lipase (p/p em relacdo aos
reagentes) e 1,5 mol/L de substrato, o rendimento atingiu 94% em menos de 72 horas; além

disso, a lipase agiu na auséncia de solvente: 70% de rendimento usando 9% de lipase.

Portanto, o estudo passou a se concentrar na sintese do butirato e do valerato de
citronelila em meio livre de solvente. Buscando, principalmente, diminuir o tempo
necessdrio para se atingir uma alta taxa de conversdo. Foi feito um planejamento
experimental com o objetivo de avaliar os efeitos das varidveis razao molar entre os
substratos (élcool/acido) e quantidade de enzima (% p/p em relacdo a massa de reagentes).
Esta diminui¢do no tempo de reacdo é almejada basicamente para a reducdo dos custos do

Pprocesso.

5.3. Otimizacao dos Parametros da Reacao de Esterificacao

Com o intuito de otimizar o rendimento da esterificagdo direta do citronelol com os
acidos butirico e valérico por lipase de Rhizopus sp em meio livre de solvente, realizou-se
um planejamento fatorial completo com dois niveis e duas varidveis (27; a = 1,41). Os

parametros reacionais avaliados foram razdo molar entre os sustratos e quantidade de
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enzima. A razdo molar entre os substratos variou entre 3:1 e 1:3 (alcool/acido) e a

quantidade de enzima, entre 1 e 7% p/p (em relacdo a massa de reagentes).

5.3.1. Butirato de Citronelila

A TABELA 13 mostra o resultado experimental obtido para cada um dos onze
ensaios na sintese do butirato de citronelila. Nesta tabela, os nimeros entre parénteses sao

os valores reais de razdo molar e quantidade de enzima utilizados.

TABELA 13 — Resultados observados para sintese do butirato de citronelila utilizando planejamento fatorial

completo
Ensaio Razao Quantidade de Conversao Molar | Conversao Molar
Molar Enzima (%) (%)
24 horas 48 horas

1 -1 (241:1) -1 (1,88%) 9,12 45,2
2 +1 (1:2,41) -1 (1,88%) 42,9 12,0
3 -1 (241:1) +1 (6,12%) 69,6 100
4 +1 (1:2,41) +1 (6,12%) 15,2 30,2
5 -1,41 (3:1) 0 (4%) 100 78,5
6 +1,41(1:3) 0 (4%) 13,7 24,0
7 0(1:1) -1,41 (1%) 2,72 24,3
8 0(1:1) +1,41 (7%) 38,1 71,9
9 0(1:1) 0 (4%) 28,9 333
10 0(1:1) 0 (4%) 21,5 50,9
11 0(1:1) 0 (4%) 23,3 39,7

Com os valores observados apds 24 horas e ignorando-se o pardmetro Quantidade
de Enzima Quadritico por ndo ser estatisticamente significativo, obtem-se o seguinte

modelo codificado (EQUACAO 1):

Conversao Molar (%) = 21,57 - 17,83 (Raz Mol) + 15,97 (Raz Mol)2 + 10,35 (Quant
Enz) - 22,05 (Raz Mol x Quant Enz)

O modelo apresentado acima teve sua validade comprovada, a 89% de

probabilidade, pela Andlise de Variancia (ANOVA) da TABELA 14.
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TABELA 14 - ANOVA da EQUACAO 1

Fonte de Variacio| SQ |gl| MQ |Fey | Fup
Regressao 6922.46 4 1730,6 7,16 4,534
Residuos 144936 6 241,6

Falta de Ajuste  1419,57 4

Erro Puro 29,7867 2
Total 8371,81 10
R” =0,82688

Esta ANOVA, com F.; maior do que o Fy, € R’ = 0,82688 nos permite tracar a

superficie de resposta e a curva de contorno do modelo gerado (FIGURAS 12 e 13,
respectivamente).
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FIGURA 12 — Superficie de resposta da sintese de butirato de citronelila ap6s 24 horas de reagao
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FIGURA 13 — Curva de contorno da sintese de butirato de citronelila ap6s 24 horas de reagdo

Quantidade de enzima (%)
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Com 48 horas de reagdo o modelo codificado que descreve a conversao molar em

funcdo da razdo molar entre os substratos e da quantidade de enzima resultou na

EQUACAO 2.

Conversao Molar (%) = 46,36 - 22,51 (Raz Mol) + 17,54 (Quant Enz) - 9,15 (Raz

Mol x Quant Enz)

A TABELA 15 demonstra a ANOVA que valida este modelo a 95% de confianca.

TABELA 15 - ANOVA da EQUACAO 2

Fonte de Variaciao \ SQ | gl | MQ | Feal \ Fiab
Regressao 6849,34 3 2283,11 42,23 4,347
Residuos 378,424 7 54,06

Falta de Ajuste 219,704 5
Erro Puro 158,72 2
Total 7227,77 10

R” =0,94764
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A superficie de resposta e a curva de contorno podem ser vistas nas FIGURAS 14 e
15, respectivamente.
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FIGURA 14 - Superficie de resposta da sintese de butirato de citronelila apds 48 horas de reag¢ao
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FIGURA 15 — Curva de contorno da sintese de butirato de citronelila apés 48 horas de reagdo

Os resultados dos ensaios, os modelos obtidos e suas respectivas superficies de

resposta e curvas de contorno indicam o efeito dos fatores analisados.

Quanto a razdo molar entre os substratos, chega-se a conclusdao de que uma maior
proporcao do alcool no meio de reagdo € favordvel a acdo da lipase. Os maiores valores de

conversiao molar foram encontrados entre 2,41:1 e 3:1 (alcool/acido).

Em relag@o ao outro fator avaliado, vé-se que quanto maior a quantidade de enzima

adicionada ao meio, maior a taxa de reagcdo alcancada, principalmente para valores acima
de 4%.

Nas condi¢des acima descritas, pode-se observar valores de conversdo molar

maiores do que os anteriormente obtidos no mesmo tempo de reacio (TABELA 12).
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Portanto, diminuiu-se o tempo de reagdo necessdrio para se atingir valores em torno de 70%

de esterificacdo.

5.3.2. Valerato de Citronelila

O mesmo planejamento experimental foi tragcado para a sintese de valerato de

citronelila e suas respostas observadas estao na TABELA 16.

TABELA 16 — Resultados observados para sintese do valerato de citronelila utilizando planejamento fatorial

completo
Ensaio Razao Quantidade de Conversao Molar | Conversao Molar
Molar Enzima (%) (%)
24 horas 48 horas

1 -1 (2,41:1) -1 (1,88%) 19,7 58,8
2 +1 (1:2,41) -1 (1,88%) 30,3 11,6
3 -1 (2,41:1) +1 (6,12%) 91,5 75,8
4 +1(1:2,41) +1 (6,12%) 12,7 52,9
5 -1,41 (3:1) 0 (4%) 75,1 50,9
6 +1,41 (1:3) 0 (4%) 4,77 21,9
7 0(1:1) -1,41 (1%) 0,297 4,15
8 0(1:1) +1,41 (7%) 66,7 81,5
9 0(1:1) 0 (4%) 28,0 65,9
10 0(1:1) 0 (4%) 37,5 72,7
11 0(1:1) 0 (4%) 28,6 51,1

ApO6s 24 horas de reacdo o modelo codificado encontrado que descreve a reagdo é

expresso na forma da EQUACAO 3.

Conversao Molar (%) = 30,92 - 20,96 (Raz Mol) + 18,51 (Quant Enz) - 22,35 (Raz
Mol x Quant Enz)

Também neste caso, a validade do modelo foi comprovada com 99% de
probabilidade pela ANOVA (TABELA 17) e, por isso, sua superficie de resposta e curva de

contorno foram tracadas (FIGURAS 16 e 17, respectivamente).
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TABELA 17 - ANOVA da EQUACAO 3

Fonte de Variagﬁo\ SQ |gl| MQ | Fea \ Fiab
Regressdo 8253,891 3 2751,297 37,78 4,347

Residuos 509,6926 7 72,81323
Falta de Ajuste  453,0859 5

Erro Puro 56,60667 2
Total 8763,584 10
R*=0,94184
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FIGURA 16 — Superficie de resposta da sintese de valerato de citronelila apds 24 horas de reacdo
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FIGURA 17 — Curva de contorno da sintese de valerato de citronelila ap6s 24 horas de reagdo

Quando a reacdo atingiu 48 horas o novo modelo codificado passou para

EQUACAO 4, sendo validado pela ANOVA (TABELA 18) com 83% de confianca.

Conversao Molar (%) = 56,02
Enz)

— 13,89 (Raz Mol) — 8,62 (Raz Mol)2 + 20,96 (Quant

TABELA 18 — ANOVA da EQUACAO 4

Fonte de Variacio| SQ |[gl| MQ |Fei| Fup
Regressao 5517,76 3 1839,253 9,45 4,347
Residuos 1361,8 7 194,543

Falta de Ajuste  1117,86 5
Erro Puro 243947 2
Total 6879,57 10

R” = 0,80205

As FIGURAS 18 e 19 sdo, respectivamente, a superficie de resposta e a curva de

contorno.
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FIGURA 18 — Superficie de resposta da sintese de valerato de citronelila ap6s 48 horas de reacdo
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FIGURA 19 — Curva de contorno da sintese de valerato de citronelila apds 48 horas de reagcdo
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O comportamento da lipase de Rhizopus sp na esterificacdo do citronelol parece ser

semelhante tanto para o dcido butirico quanto para o valérico.

Maior quantidade de dlcool é requerida em relacdo a quantidade de &acido para
aumentar a catdlise da formagdo do éster pela enzima. Também € necessdria uma maior

quantidade de lipase para aumentar a produtividade.

Outro fator comum foi a possibilidade de diminui¢do do tempo de reagdo atingindo

melhores valores de conversdo molar.

CHENG et al (2003) analisaram detalhadamente a taxa de reacdo da
tiotransesterificacdo com a variagdo da atividade de dgua e da concentracdo do dlcool e
propuseram que a dgua e o dlcool podem agir como modificadores na manipulagdo do
centro ativo da enzima, além dos seus ja conhecidos papéis de inibidora da lipase e aceptor

acila.

As lipases microbianas produzidas por Geotrichum sp e Rhizopus sp foram
preparadas e testadas como catalisadores da esterificacdo do dlcool isoamilico com acido
butirico em meio livre de solvente por MACEDO, PASTORE et al (2003). A metodologia
de superficie de resposta foi utilizada para otimizar este processo, em relagdo as variaveis
importantes da reacdo (razdo molar dos substratos, temperatura e concentracdo da lipase).
As varidveis razdo molar dos substratos e concentragdo de lipase foram as mais
significativas no processo. O aumento na concentra¢io de dlcool de 1:2 para 4:1 causou um
decréscimo no rendimento de até 18,45% depois de 48 horas de reacdo, e a variacdao da
concentracdo de lipase de 1 para 10% causou um acréscimo no rendimento de até 32,2%.
As condi¢des 6timas encontradas para atingir o rendimento méximo de esterificacdo (75%)
sd0: razdo molar dos substratos — 1,5:1; concentracao de lipase — 5,5% (p/p); e 40°C, em 48

horas de reacao.
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A producdo do acetato de isoamila foi investigada usando lipases imobilizadas de
Rhizomucor miehei e Candida antarctica por esterificacdo do acido acético com dalcool
isoamilico em meio livre de solvente. A razdo molar acido-dlcool, o tipo e quantidade de
enzima, o tempo de reacdo, a temperatura e a rotacdo do shaker foram escolhidos como os
parametros a serem analisados. A produ¢do do éster foi maxima com razdao molar 1:2
(4cido-dlcool), 5% de enzima (em relacdo a massa de reagentes), 30°C e 150 rpm para
Novozym 435. Sob estas condicdes, 6 horas de reacdo foram suficientes para atingir alta

concentragio do produto de interesse (380g/L) e conversdo (80%) (GUVENC, 2002).

YADAYV e LATHI (2003) usaram lipases para a sintese de isobutirato de butila por
esterificacdo do 4cido butirico com n-butanol. Os efeitos de varios parametros foram
estudados para deduzir a cinética e o mecanismo da reacdo. A enzima Novozym 435 foi a
que apresentou melhor eficiéncia de catdlise e o heptano foi o melhor solvente. Com
quantidades equimolares de reagentes em heptano, a Novozym 435 atingiu 56% de

conversao a 30°C em 6 horas.

5.4. Imobilizacdo da Enzima e Otimizacao

Foi realizada a imobiliza¢do da lipase de Rhizopus sp em celite com dois objetivo
principais. O primeiro de avaliar o possivel aumento na capacidade catalitica da enzima
como observado em diversos trabalhos na literatura devido a protecdo oferecida pelo
suporte a enzima em relacdo ao meio. O segundo de testar a reutilizacdo desta enzima em
diversos ciclos (bateladas) de esterificacdo. Ambos 0s objetivos da imobilizacdo podem ser

entendidos levando-se em consideracdo os beneficios econdmicos, caso estes sejam

alcancados.

Utilizou-se o0 mesmo planejamento experimental ja descrito nas etapas anteriores
para a avaliacdo da capacidade catalitica da enzima imobilizada sobre celite. Os resultados,

para 24 horas de reagdo, podem ser analisados na TABELA 19.
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TABELA 19 — Resultados observados para sintese do butirato e do valerato de citronelila por lipase
imobilizada apés 24 horas utilizando planejamento fatorial completo

Ensaio Razao Quantidade de Conversao Molar | Conversao Molar
Molar Enzima (%) (%)
butirato de valerato de
citronelila citronelila
1 -1 (2,41:1) -1 (1,88%) 20,7 100
2 +1(1:2,41) -1 (1,88%) 8,54 75,0
3 -1 (2,41:1) +1 (6,12%) 100 100
4 +1(1:2,41) +1 (6,12%) 35,1 87,9
5 -1,41 (3:1) 0 (4%) 100 82,4
6 +1,41 (1:3) 0 (4%) 30,3 31,4
7 0(1:1) -1,41 (1%) 4,02 0
8 0(1:1) +1,41 (7%) 63,6 65,5
9 0(1:1) 0 (4%) 59,4 45,9
10 0(1:1) 0 (4%) 57,2 39,3
11 0(1:1) 0 (4%) 58,8 29,5

5.4.1. Butirato de Citronelila

esta expresso na EQUACAO 5.

O modelo codificado para a lipase imobilizada na sintese do butirato de citronelila

Conversao Molar (%) = 59,64 — 21,95 (Raz Mol) + 23,76 (Quant Enz) — 14,79

(Quant Enz)2 — 13,19 (Raz Mol x Quant Enz)

99% de probabilidade.

Este modelo tem sua validade comprovada pela ANOVA da TABELA 20, tendo

TABELA 20 - ANOVA da EQUACAO 3

Fonte de Variag50| SQ \ gl \ MQ \ Fea | Fiap
Regressao 10422 4 2605,503 58,24 4,534
Residuos 268,427 6 44,73791

Falta de Ajuste 265,841 4

Erro Puro 2,58667 2

Total 10690,4 10
R”=0,97489
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Os efeitos da razdo molar entre os substratos e da quantidade de enzima estdo
ilustrados nas FIGURAS 20 e 21.
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FIGURA 20 — Superficie de resposta da sintese de butirato de citronelila por lipase imobilizada
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FIGURA 21 — Curva de contorno da sintese de butirato de citronelila por lipase imobilizada

Ao comparar-se estes dados obtidos com os da enzima livre (TABELA 13) chega-se
a duas conclusdes principais. Inicialmente, nota-se os mesmos perfis de sintese
anteriormente observados, ou, melhor atividade catalitica com maior propor¢do de dlcool

do que 4cido e com maior quantidade de enzima.

O resultado mais importante deste experimento foi o maior rendimento obtido
quando comparado com o da enzima livre. A enzima imobilizada apresentou valores de
conversdao molar que chegaram a 100% em 24 horas, o que representa um aumento de

43,2% na atividade em relacdo a enzima livre nas mesmas condi¢des de estudo.

5.4.2. Valerato de Citronelila

O modelo codificado para a sintese do valerato de citronelila ndo pdde ser

estatisticamente validado.
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Porém, observando-se os valores das TABELAS 19 e 16, constata-se mais uma vez
o maior rendimento de catdlise quando se utiliza maior propor¢cdo de dlcool e maior
concentracdo de enzima. Inclusive, sob algumas condicdes, obteve-se altos valores de
conversao molar (de até 100%) em 24 horas. Neste maior valor de rendimento apresentado

houve um aumento de 9,29% na esterificacdo nas mesmas condigdes.

Embora os estudos da enzima imobilizada tenham sido conduzidos apenas em meio
com solvente organico, seus resultados sdo significativos pois numa parte anterior do
trabalho foram verificadas as mesmas atividades cataliticas na presenca ou auséncia de

solvente utilizando a enzima livre.

A lipase de Rhizopus japonicus foi imobilizada sobre celite por KHARE et al
(2000). A enzima imobilizada aumentou sua atividade de transesterificacdo em 6,34
unidades em relagdo a enzima nativa. Entretanto, ndo houve melhora na estabilidade

térmica da enzima imobilizada.

YADAV e TRIVEDI (2003) estudaram a transesterificacdo do n-octanol com
acetato de vinila a 30°C como uma reagdo modelo para o emprego de diferentes lipases
como catalisadores tais como lipase de Pseudomonas sp imobilizada sobre diatomite, lipase
livre de Candida rugosa, Novozym 435 (lipase B de Candida antarctica imobilizada em
macro-poros de resina poliacrilica) e Lipozyme IM-20 (lipase de Mucor miehei imobilizada
em resina anionica). Novozym 435 mostrou-se o catalisador mais ativo em heptano como
solvente, obtendo-se 82% de conversao em 90 minutos usando quantidades equimolares de
reagentes com 0,833 g/L. de enzima. A transesterificacdo de outros dlcoois como n-decanol,
alcool benzilico, alcool cinamilico, 2-etil-1-hexanol, alcool 1-fenil-etilico e alcool 2-fenil-
etilico também foram estudadas com acetato de vinila. A ordem da reatividade de
transesterificacdo do acetato de vinila com estes dlcoois na presenca de Novozym 435 foi:
n-octanol > n-decanol > dlcool benzilico > dlcool cinamilico > 2-etil-1-hexanol > dlcool 2-

fenil-etilico > alcool 1-fenil-etilico.
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5.5. Avaliacao da Reutilizacdo da Enzima Imobilizada

Para se testar a reutilizacdo da enzima imobilizada foi escolhido o ensaio 3 dos
planejamentos anteriormente apresentados pois foi o que resultou em melhores rendimentos
de esterificacdo. Este ensaio corresponde a razdo molar entre os substratos de 2,41:1
(4lcool/acido) e 6,12% de enzima em relagdo a massa de reagentes. Cada ciclo (batelada)
foi de 24 horas de reacdo. Foram analisados 6 ciclos de reutilizacdo da preparagdo da lipase
bruta de Rhizopus sp e da Lipozyme IM 20 (lipase comercial, marca NOVO) na sintese do
butirato e valerato de citronelila. As porcentagens de conversao molar de cada ciclo na

sintese dos ésteres pelas lipases mencionadas estdo demonstradas nas FIGURAS 22 e 23.
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FIGURA 22 — Reutilizag¢do da enzima imobilizada na sintese do butirato de citronelila
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FIGURA 23 — Reutilizag@o da enzima imobilizada na sintese do valerato de citronelila
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Estes graficos nos conduzem a constatacdo de que a imobilizacdo da lipase de
Rhizopus sp em celite ndo apresentou vantagens no que se refere a possibilidade de sua
reutilizagdo almejando a diminuicdo dos custos do processo. Apds apenas 3 ciclos de
aplicacdo, a sua atividade caiu para valores em torno de 30 e 40% de esterificacdo na

producdo do butirato e do valerato de citronelila, respectivamente.

A preparacdo de lipase bruta imobilizada de Rhizopus sp somente apresentou maior
atividade de esterificacdo do que a Lipozyme IM 20 no primeiro ciclo de uso. Ainda no
segundo ciclo, sua atividade foi levemente reduzida mas ainda pode ser comparada com a
da lipase comercial. Entretanto, a partir da terceira batelada de aplicacdo, sua atividade

diminui consideravelmente tornando sua utilizacao insatisfatdria.

A Lipozyme IM 20 mostrou possuir mais estabilidade neste tipo de procedimento
sendo capaz de catalisar conversdes molares de aproximadamente 60% na sua sexta

reutilizagao.

IVANOV et al (1997) imobilizaram lipase de Pseudomonas fluorescens sobre cinco
diferentes carreadores: celite, octil-silica, aminopropil-silica, silica ativada com

glutaraldeido e Eupergit C250L. As atividades e estabilidades operacionais dos
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catalisadores foram comparadas usando acilagdo enantioseletiva de (R,S)-1-feniletanol por
acetato de vinila como doador acila e éter t-butilmetilico como meio de reacdo com
diferentes conteidos de dgua (0,038-0,97% v/v). Os carreadores acima forneceram
catalisadores com diferentes atividades especificas variando da excelente 25 mmol/h*mg
proteina (celite) até 0,07 mmol/h*mg proteina (silica ativada com glutaraldeido). A lipase
imobilizada com Eupergit C250L exibiu a melhor estabilidade operacional entre os
catalisadores estudados, retendo 30% da sua atividade inicial depois de 11 ciclos de

aplicacdo, cada um tendo entre 2 e 6 horas de duragdo.

A lipase PS de Pseudomonas sp foi imobilizada por adsor¢do e testou-se sua
habilidade para catalisar a sintese de butirato de citronelila e caproato de geranila por
transesterificacdo em n-hexano. Os parametros da reacao investigados foram: quantidade de
enzima, efeito da concentracdo de substrato, 4gua adicionada, temperatura, tempo, solvente
organico e reutilizagdo da enzima. Rendimentos altos como 96 € 99% foram obtidos para o
butirato de citronelila e para o caproato de geranila, respectivamente, com
aproximadamente 15% (p/p) de enzima em relagdo a massa de reagentes. Quantidades
crescentes de dlcool terpénico inibiram a atividade da lipase, enquanto excesso de
concentracdo do doador acila (triacilglicerol) aumentou a producdo dos ésteres. Os
melhores rendimentos foram obtidos em temperaturas de 30 a 50°C em 24 horas de
incubagdo. Alcangou-se rendimentos de 90 e 99% para os ésteres de citronelila e geranila,
respectivamente, com 2% de dgua adicionada. Os solventes com log P > 2,5 apresentaram

os maiores rendimentos de conversdo. A lipase permaneceu ativa apds 12 ciclos de uso

(YEE et al, 1997).

CLAON et al (1994) estudaram os pardmetros reacionais que afetam a sintese
enzimatica do acetato de citronelila por esterificacdo direta. Os meio de reacdo foram
preparados usando 2 mL de n-hexano desidratado, 0,1 M de citronelol, 0,1 M de acido
acético, 10% (p/p) de lipase de Candida antarctica SP435, incubada a 30°C e 200 rpm por
24 horas. Obteve-se conversdo molar de 98% depois de 14 horas de incubacdo.
Concentragdes de dcido acético > 0,30 M, inibiram a atividade de esterificacdo. A

temperatura 6tima foi 20°C, gerando um rendimento de 98%. Adi¢ao de dgua ao meio de
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reacdo diminui a atividade de esterificacdo. Os maiores rendimentos foram observados para
solventes com log P > 0,85. A enzima foi capaz de apresentar 95,6% de conversao mesmo
depois da décima reutiliza¢do, demonstrando sua estabilidade e efici€éncia sob as condicdes

estudadas.

5.6. Estudo da Enantioseletividade da Lipase de Rhizopus sp

A preparagdo bruta de lipase de Rhizopus sp foi capaz de esterificar o (R,S)-2-
octanol de maneira enantioseletiva. A lipase catalisou o (R)-enantidmero do dlcool com
maior eficiéncia do que o (S)-enantidmero tanto em meio livre do solvente organico como

na presenga do solvente hexano (LOZANO, 2001).

Alcoois tercidrios quirais e seus ésteres representam importantes compostos de
aroma. Infelizmente, eles sdo substratos para poucas lipases/esterases e a
enantioseletividade € frequentemente muito baixa. KRISHNA et al (2002) relataram a
transesterificacdo altamente enantioseletiva do alcool tercidrio 2-fenilbut-3-in-2-ol usando
lipase A de Candida antarctica (CAL-A). Sob condicdes otimizadas, o acetato
correspondente foi obtido com 94% ee em 35% de conversdo, apresentando um fator de
enantioseletividade de E=65. Entretanto, a hidrélise enantioseletiva satisfatoria do acetato

racémico ndo foi possivel devido a sua propensdo a autohidrolise.

A esterificacdo do 4cido 2-(4-clorofendxi) propidnico racémico e n-butanol por
lipase de Candida cylindracea em diferentes meios de reacdo apresentou
enantioseletividade reversivel, pr6 R-enantidmero, em n-hexano, isooctano, ciclohexano,

tolueno e, pré S, em diclorometano, acetona, n-butanol e tetrahidrofurano (WU et al, 1991).

CHENG et al (2003) obtiveram bons resultados em termos de enantioseletividade
enzimatica (90% de excesso enantiomérico) na tiotransesterificacdo catalisada por lipase

em 1sooctano.
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Apesar de todos estes exemplos, as enzimas nem sempre apresentam resultados
satisfatorios em termos de atividade, estabilidade e, principalmente, enantioseletividade.
Estas propriedades podem ser otimizadas pela alteracdo dos substratos, do meio de reacdo
ou por técnicas de engenharia de proteinas. As bases moleculares da enantioseletividade de
uma dada enzima ainda nio sdo completamente entendidas. Especialmente na auséncia de
dados estruturais, as predi¢des sobre a enantioseletividade sdo quase impossiveis. E dificil
prever como a enantioseletividade ird se comportar quando a sequéncia de aminoacidos da
enzima permanece a mesma mas hd mudangas na estrutura do substrato, no suporte de

imobiliza¢do ou no sistema solvente (BONRSCHEUER, 2002).

A preparacao de lipase bruta de Rhizopus sp ndo apresentou qualquer tendéncia de
enantioseletividade nos estudos realizados durante este trabalho. Como todas as andlises
cromatograficas foram realizadas com uma coluna quiral, foi possivel determinar a
concentracdo de cada um dos dois isdmeros dos ésteres formados. E em todos os
experimentos efetuados ndo se encontrou nenhum valor de excesso enantiomérico ou

enantioseletividade.

Isto significa que, pelo menos nas condicdes testadas, esta enzima nao possui
preferéncia pela esterificacio de nenhum dos dois isdmeros 6ticos do dlcool terpénico

citronelol.
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6. CONCLUSOES

A preparacdo bruta de lipase de Rhizopus sp foi a enzima com maior habilidade de
esterificagdo do citronelol com os 4cidos butirico e valérico em isooctano entre todas as

lipases estudadas.

Esta enzima mostrou maior capacidade de catalisar a esterificacdo do &lcool
terpénico citronelol quanto maior a cadeia carbonica do 4cido utilizado. Esta habilidade

praticamente ndo muda em solvente organico (isooctano) ou em meio livre de solvente.

O rendimento da reacdo € maior quando se utiliza maior propor¢ao do alcool (em
torno de 3:1) e maior concentragdo de enzima (em torno de 6% p/p em relacdo a massa de

reagentes).

A lipase bruta de Rhizopus sp teve sua atividade catalitica aumentada quando
imobilizada sobre celite. Combinando-se a imobilizagdo da enzima com as condig¢des
O0timas de razdo molar entre os substratos e quantidade de enzima, pode-se atingir
conversoes molares da ordem de 100%. Apesar disso, esta imobilizacdo ndo trouxe
vantagens em relacao a reutiliza¢do da enzima pois a mesma perde a sua atividade catalitica

em poucos ciclos de aplicagao.

A enzima estudada ndo demonstrou a habilidade de resolver a mistura racémica do
citronelol sendo, portanto, incapaz de fornecer uma das formas enantioméricas do éster com

alto excesso enantiomérico.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 — Curva de Calibragdo Externa do (S)-(-)-p-Citronelol
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ANEXO 2 — Cromatogramas obtidos
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