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La presente invenzione si riferisce ad un pro-
cedimento per la produzicne di gamma lattonil saturi
0 insaturi aventi nove atomi di carbonio.

La recente introduzione di una discriminazione\

- legislativa tra aromatizzanti di derivazione naturale

e di identicé struttura chimica, ma ottenuti per sin-
tesi (US Code of Federal Regulations 21:101.22.a.3,
Direttiva CEE 88/388 e D.L. 25 gennaio 1992 n. 107)
ha reso interessante la produzione di guantitda so-

stanziali di agenti aromatizzanti non accessibili per

estrazione da fonti naturali per biocdegradazione di

prodotti naturali. (D.W. Armstrong in Flavor Chemi-
stry, Trends and Developments'R. Teranishi, R.G. But-
tery, F. Shahidi Ed; ACS Symposium Series 383, Ame-

rican Chemical Society; Washington D.C., 1989, pagg.
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105-120) . Questi prodotti sono preferiti dal consuma-
toxre e conferiscoﬂo maggior pregio agli alimenti ai
quali vengono aggiunti; pertanto, & desiderabile la
loro produzione con questi metodi.

Tra i prodotti aromatizzanti piu importanti sono
da considerarsi gamma e delta lattoni da C,; a C,,, che
possono essere saturi, oppure mono o poli insaturi,
con 1’insaturazione nell’anello oppure in varie posi-
zioni della catena. Essi sono costituenti chiave di
molti aromi di frutta e di derivati del latte.lLa lo-
ro generazione nella frutta avviene in quantlita e-
stremamente piccolé, generalmente al momento della
maturazione. L’estrazione da fonti naturali di lat-
toni utili come aroml & anti-economica, data la bassa
concentrazione alla quale sono présenti e la dipen-
denza della concentraiione dal grade 4di maturazione
e da molti altri fattori difficilmente controllabili.

Pertanto, in anni recenti, per sopperire alla
richiesta di lattoni in forma naturale sono state
sviluppate molte procedure microbiologiche nelle qua-
li precursori naturali dei lattoni, costituiti'da
derivati ossidrilati di acidi grassi naturali, ven-
gono degradati a gamma e delta lattoni, dipenden-
temente dalla posizione dell‘ossidrile rispetto al

carbossile nel precursore usato.
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In gquesto modo si produce gamma decanolide da
acido ricinoleico (brevetto US 4 560 656 e brevetto
europeo EP-B-0 258 993). Altri lattoni con numero pa-
ri di atomi di carbonioc si ottengono per biodegrada-
zione microbica dei prodotti di fotossidazione/ridu-
zione degli acidi oleico, linoleico e linolenico come
descritto in EP 90402217.5.

In tutti gquestl casi, 1 lattoni ottenuti conten-
gono un numero pari di atomi di carbonio. Cid & dovu-
to a ragioni biosintetiche. I precursori naturali os-
sidrilati, derivanti dagli acidi insaturi C,; o Cy
hanno numero pari di atomi d4i carbonio e, procedendo
la degradazione per beta ossidazione con rimozione di
due atomi di carbonic come acetilSCoA, si ottengono
lattoni a numero pari di atomi di carbonio.

Lo schema degradativo proposte & il seguente:

B 0SS/1BAZIONE
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Tuttavia, esistono in natura gamma e delta
lattoni a numero dispari di atomi di carbonio. Di

questi, particolarmente importanti sono il gamma no-
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traverso procedure enzimatiche.

Costituisce cosli oggetto della presente inven-
zione un procedimento per la produzione "di gamma
nonalattoni saturi o insaturi e loro miscele, carat-
terizzato dal fatto che comprende:

A) coltivare un microrganismo scelto dal gruppo che

consiste di Pichia ohmeri e Pichia stipitis ¢ entram-

bi in un substrato comprendente un idrossiacido in-
saturo C,; con ossidrile in C,; o0 un gliceride che lo
contenga, per ottenere una miscela comprendente gamma
nonanolide;

0 alternativamente:

B) sottoporre a lipossigenazione un substrato com-
prendente un acido scelto dal gruppo che consiste di
acido linoleico, acido linclenico e loro miscele e di-
stillare in corrente di vapore il prodotto di lipos-
sigenazione per ottenere un gamma lattone insaturo
scelto tra gamma non-2-enolide e non-2, 6-dienolide

o loro miscele.

Con riferimento alla variante di processo (A).

sopra citato & particolarmente preferito 1‘impiego di
acido (R) coriolico. In particolare, & stéto scoperto
che la degradazione microbioclogica di acido corioiico
(3) porta, con 1l'impiego di microrganiémi quali

Pichia stipitis e Pichia ohmeri, ad una miscela di

T R I
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gamma nonanolide (1) e delta decanolide (4), presumi -

bilmente secondo il cammino di reazione che segue.

/ ﬁ‘-—a.r.r/aAz/aw:’ / (4) .
- ——
NAPNSNNTZANT

(}) O coor ® a:_r/Ma/m/(t‘—;)

In modo assolutamente inatteso, e stato scoperto
che la quantita di gamma nonanolide (1) accumulato

rispetto al delta decanolide (4) é& molto maggiore

quando si utilizza la forma enantiomerica (R) dell’a-

cido coriolico (3). L’analisi GLC chirale multi-dimen— %
sionale indica che il gamma nonanolide (1) cosl pro- :

-t
dotto & prevalentemente costituitce dall’enantiomero §

-L
(R), cosl come il delta decanolide (4) che lo accom- g
pagna. L’acideo (R) coriolico utile come substrato pud g

essere ottenuto facilmente da semi oleaginosi di
piante, quali quelle del genere Coriaria.

Quando si usa come substrato l’'acido (S) corio-
lico, l’accumulo di gamma nonanclide {1} nella forma
(S) & molto minore.

Altri substrati idonei per la preparazione di
gamma nonanolide sono miscele di idrossiacidi_com-
prendenti acido corioclico ottenute per fotossidazio-
ne/riduzione o per 1lipossigenazione/riduzione di

acido linoleico da solo o in miscela con altri acidi

Eple



grassi insaturi, quali 1'acido oleico. Tuttavia, il
rapporto tra gamma nonanolide e altri lattoni prodot-
ti con la coltivazione deil suddetti microrganismi in
guesti substrati, tra i quali il piu abbondante & il
delta decanclide, & relativamente piccolo. Questo
fatto rende meno favorevole il processo, in quanto &
richiésta una separazione del prodotto desiderato
dagli altri lattoni.

Il procedimento di fotossigenazione & di per sé
noto e viene generalmente effettuatoc in sclvente in
presenza di un fotoattivatore naturale, come ampia-
mente descritto nella tecnica, ad esempic nel testo
"The Lipid Handbook“)chapman & Holl, London, 1986
pag. 453,

Il processo di lipossigenazione, di per sé noto,
& effettuato con 1’impiego di lipossigenasi naturale,
preferibilmente con il sistema enzimatico contenuto
nella farina di lino.

Lo stadio di riduzione del prodotto di fotossi-
dazione o lipossigenazione, per la produzione degli
idrossiacidi, & preferibilmente effettuato mediante

trattamento con un riducente naturale, quale ad esem-

pio solfato ferroso o cisteina o suoi sali, in sol-

vente appropriato, secondo la tecnica descritta da

H.D. Belitz & W. Grosch in Food Chemistry, Springer

)
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Verlag, Berlino, 1987 pag. 172 e H.W. Gardner, J.
Agr. Food Chem. 1875, 23, 129.

Nelle suddette miscele gli idrossiacidi possono
essere nella forma di acidi liberi, esteri o gliceri-
di.

A parte l’'interesse specifico per l'ottenimento
di guantita rilevanti di gamma nonancolide, 1 proce-
dimenti sopra descritti portano comungque a migcele di
lattoni naturali, utili come componenti di aromi. La
composizione di queste miscele dipende dal microrga-
nismo, dal substratoc e dal tempo di incubazione. Tali
miscele possono quindi essere utilizzate nell’aroma-
tizzazione o possono essere ulteriormente trattate
per 1la separazione deil composti desiderati, che &
effettuata secondo tecniche convenzionali;

Il cammino di processo (B) sopra,citato porté
all’ottenimento di miscele comprendenti lattoni a
nove atomi di carbonioc insaturi tra cui & di partico-
lare interesse il gamma non-2-enolide (2). Questo
prodotto €& ritenuto responsabile del piacevole sapore
caratteristico {(deep fried) impartito agli alimenti

fritti in olio (vedesi H.D. Belitz e W, Grosch, Food

Chemistry, Spinger Verlag, 1987, pag. 180).ed & stato

trovato in fonti vegetalli gquali la Fava Tonka.

L’'interesse per 1l’ottenimento di questo prodotto
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non & tuttavia limitato al fatto in sé. E’ noto che
il gamma non-2-enclide & facilmente ridotto dal lie-
vito a gamma nonanolide (G. Fronza e coll., Tetrahe-
don Letters, 1993, 34, 6467). Pertanto, l’accesso a
gamma non-2-enclide & un‘altra via di accesso a gamma
nonanolide naturale, come illustrato nelio schema di
reazione che segue in cui & utilizzato come substrato

di lipossigenazione l’acido linoleico.

COo0H

L'interesse di gquest’ultima trasformazione sta

NNNNNNY G NN
(1)

anche nel fatto che il gamma non-2-enolide (2), gene-
rato attraverso questo processo, contiene un eccesso
dell’enantiomero (8). Il rapporto enantiomerico si
mantiene intatto anche gquando 11 doppio legame viene
saturato biologicamente. In questo modo si ha accésso
al gamma nonanclide éon un eccessoc di enantiomero
(5}, mentre da acido (R) coriolico si ottiene 1"enan-
tiomero (R)l |

La tfaéformazione sopra indicata consistente
neila degradazione di acido ﬁolinsaturo C-18 a gamma
lattone insaturo C-9, ad opera di lipossigenasi e os-

sigeno dell’aria, non & limitata all’acido linoleico,

10
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ma si verifica anche con acido linolenico. E‘ stato
riscontrato che sottoponendo all‘azione.degli agenti
sopra indicati una miscela di acide linoleico e acido
linolenico, si ottiene nel distillato una miscela di
gamma lattoni C,, dei quali uno & il prodotto (2} e
l'altro & il corrispondente prodotto portante un‘ul-
teriore insaturazione in posizione 6 di struttura (5)

che segue.

L‘’interesse di questa scoperta non e limitato
all’ottenimento del lattone insaturo (5), ma si
estende perché la miscela cosi ottenuta per tratta-
mento con lievito in fermentazione da luogo ad una

miscela di gamma nonanolide e di gamma non-6-enolide

(6) .

(s)

Questo lattone & un componente dell’essenza di

0//_—O

gelsomino, che cosl diventa accessibile per via bio-
tecnologica a partire dall’acido linclenico.

Esempi I-IV:

Procedura generale di biotrasformazione in Pichia

11
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ohmerl e stipitis.

Si utilizza un provettone di P.ohmeri (CBS 5367)

e/o P.stipitis {CBS 5773) cresciuta su MPGA (estratto

di malto 20g/L, peptone 5g/L, glucosio 20g/L, agar
15g/L, pH 6.5-7) per tre giorni a 28-30°C. |
Questo viene seminato in beuta da 300mL conﬁe-
nente 50 mL di MPGB (estratto di malto 20g/L., peptone
5g/L, glucosio 20 g/L). La beuta viene posta ad agi-
tare (120 oscillazioni/minuto) a 28-30°C per 24 ore.
I1 preinoculo cosl ottenuto viene seminato ;n ragione

del 10% in beute da 300mL, contenenti 50mL di terreno

MPGB e fatto crescere, nelle stesse condizioni per 24

ore. A questo punto si somministrano 1 substrati

idrossiacidi in concentrazione di 2,5¢g/L. -8i lascia

effettuare -la biotrasformazione nelle condizioni di .

temperatura e agitazione sopra indicate per 24 ore e
rispettivamente 48 ore. A questi intervalli si filtra
il micelio che viene lavato piu volte sul filtro con
cloruroc di metilenet Questo viene poi utilizzato per
estrarre 11 liquido il cuil pH & stato portato a 4 per
aggiunta di acidb citrico in soluzione.

I substrati utilizzati sono stati:
fa) acido (R} coriolico, ottenuto per idrolisi con
lipasi dei glicer}di ottenuti dai semi di Coriaria:

I risultati ottenuti con 1’impiego di questo

12

ERAM

E08008! GASEFTA & P

- Bopalln



.-
LR

iy

.
R

substrato e con l’impiego rispettivamente d4i Pichia
ohmeri e Pichia stipitis sono riportati in tabella I.
Tabella I:

Incorporazione di acido R coriolico

Rapporto in peso gamma nonanclide/delta decanolide

24 h 48h
P.chmeri 0.18 0.36
P.stipitis 2.89 1 2.63
b) acido (S) coriolico, ottenuto per lipossigena-

zione dell’acido 1iﬁoleicor(90% Fluka) con lipossige-
nasi da soia (Fluka) a pH 9, utilizzando aria oppure
ossigeno. Al termine della reazione si aggiunge una
soluzione di cisteinato di sodio. La miscela di rea-
zione viene fatta reagire a temperatura ambienterfino
a che risulta negativa al test dei perossidi. Si cor-
regge 1l pH a 4-5 con acido citrico e si estrae con
solventi l’'acide S coriolico cosi ottenuto.

I risultati ottenuti sono riportati in tabella

II
Tabella II:
Incorporazione di acido S coriolico

Rapporto in peso gamma nonanolide/delta decanolide

24 h 48h
P.ohmeri 0.15 0.13
P.stipitis 0.19 0.53

13
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c) miscela di idrossiacidi ottenutl nel modo che
segue: 50 g di semi di linc vengono sminuzzati a fa-
rina fine, facendo attenzione che non si abbia ec-
cessivo riscaldamento della massa durante 1'opera-
zlone. La farina cosl ottenuta & sospesa in un litro
di tampone borato a pH 9 e agitata per un’‘ora. Si
aggiungoeno 3 ml/L di acido linoleico e si fa passare
aria od ossigeno per 6 ore a temperatura di 10-15°C.
Si aggiunge cisteinato di sodio e si opera il recupe-
ro degli idrossiacidi come sopra indicato.

I rigsultati ottenuti espressi come rapporto in
peso tra gamma nonanolide e lattoni totali sono ri-
portati nella tabella III.

Tabella III:
Incorporazione lipossigenati farina di lino

Rapporto gamma nonanolide / lattoni totali

24h 48h
P.ohmeri 0.06 | 0.18
P.stipitis ©0.05 0.36
d) Miscela di idrossiacidi ottenuti nel modo. che

segue: 10 mL di acido linocleico in 100 mL di cloruro
di metilene in presenza di 1 g di clorofilla sono
sottopoéti ad ossidazione con aria mentre si sottopo-
ne a radiazione solare. Al termine della reazione si

estrae la fase organica con tampone boratc a pH 9. La

14
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fase acquosa contenente gli idroperossidi & successi-
vamenteltrattata con cisteinato di sodio e gli idros-
siacidi sono recuperati per estrazione con solvente
dalla soluzione acidificata con acido citrico.

I risultati ottenuti espressi come rapporti in
peso di gamma nonanolide a lattoni totali sono ripor-
tati nella tabella IV.

Tabella IV:
Incorporazione fotossidati

Rapporto gamma nonanolide / lattoni totalil

24 h 48h
P.ohmeri 0.17 : 0.14
P.stipitis 0.66 0.16

Esempi V e VII:

Procedura generale per produrre non-2-enclide (2} e
non-2,6-dienolide (5) da acido linoleico e linolenico
per azione di lipossigenasi.

Acido linoleico e, rispettivamente, miscela di
linoleico e linolenico scno sottoposti a lipossigena-
zione a temperatura ambiente a pH 9 con lipossigenati
da soia (Fluka}, in ragione di 2 ml/L e 100 mg di 1i-
possigenasi per 24 ore, utilizzando aria oppure ossi-
geno. Al termine dell’incubazione si recuperano i

prodotti per distillazione in corrente di vapore,

raccogliendo circa 500 ml. La fase acquosa cosi ot-

15
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tenuta & estratta con solvente. Questo & evaporato a
dare 0,3-1,1 g di miscela di prodotti avente la com-
posizione indicata nella tabella V per 1l substrato
di partenza costituito da acido linoleico e in ta-
bella VII per la miscela di acido linoleico e linole-
nico. Nella tabella V sono riportati i risultati di
5 prove significative eseguite secondo la procedura
sopra riportata.

Tabella V

Percentuali gascromatografiche nell’olio distillato

n® prova V.1l v.2 v.3 V.4 V.5
non-1-enolide 27.41R/S=29/71) 16.5 R/S=26/74) 24.1i(R/5=19/Bl) 5.9(R/S=31/69)6_6(R/S=23/TT)

nonanclide 0.45 1.30 0.43 0.19 . 0.82

Tabella VII

% R S
gamma Z2-nonenclide 2,58 - -
‘gamma-2, 6-nonadienolide 3,18 54 46

Esempio VI:

Procedura di riduzione con lievito &1 gamma lattoni
insaturi.

20 g di lievito di panificazione (Distillerie Italia-
ne) in 200 ml di acqua e 5 g di glucosio sono égitati
10 minuti a temperatura ambiente. Si aggiungono le
miséele di lattoni aventi le composizioni indicate
nelle tabelle V e VII e si lascia agitare per 24 ore.

81 recuperano i prodotti per distillazione in corren-

16
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te di vapore, raccogliendo circa 150 ml di distilla-
to. Questo & estratto a dare la miscela la cui com-

posizione & riportata in tabella VI a) per i substra-

ti di partenza V.3 e V.4 di tabella V e in tabella VI

b) per 1la miscela di partenza della tabella VII.

17
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Tabella VI

) Substrato éamma-Z-nonenolide
% R S
V.3 24.13 19 81
V.4 5.83 31 69
b)
Substrato gamma -nonanolide
% R S
vl 38.17 35 65

18
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RIVENDICAZIONT

1. Procedimento per la produzione di gémma lattoni
aventi 9 atomi di carbonio, saturi o insaturi e loro
miscele, in forma naturale, caratterizzato dal fatto
che comprende:

A) coltivare un microrganismo scelto dal gruppo che

consiste di Pichia ohmeri e Pichia stipitis o entram-

bi in un substrato compren&ente un idrossiacide in-
saturo C,; con ossidrile in C,, ¢ un gliceride che lo
contenga, per ottenere una miscela comprendente gamma
nonancolide;
0 alternativamente
B) sottoporre a lipossigenazione ﬁn substrato com-
prendente un acido scelto dal gruppo che consiste di
acido linoleico, acido linclenico e loro miscele e
distillare in corrente di vapore il prodotto di
lipossigenazione per ottenere una miscela comprenden-
te un gamma lattone insaturo scelto tra gamma non-2
enolide, gamma non-2,6-dienolide o loro miscele.
2. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-
te A) in cui detto substrato comprende 1’acido (R)
coriolico e il microrganismo & Pichia stipitis.
3. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-
te A), in cuil detto substrato & il prodotto ottenuto

per fotossidazione/riduzicone di acide linoleico o di

19
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una miscela di acidi grassi insaturi Cy comprendente
acido linoleico.

4. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-
te A), in cui detto substrato & il prodotto ottenuto
per lipossigenazione/riduzione di acido linoleico o
miscela di acidi grassi insaturi C,g comprendente
acido linoleico. |

5. Procedimento secondo la rivendicazione 4 in cui
la lipossigenazione & effettuata con il sistema en-
zimatico contenuto nella farina di lino.

6. Procedimento secondo la rivendicazione 3 o 4, in
cui la riduzione del prodotto di fotossidazione o 1i-
possigenazione & effettuata con riducente naturale

scelto tra solfato ferroso o cisteina e suoi sali.

7. Procedimento secondo la rivendicazione l, varian- .

te B) in cui il prodotto di reazione includente detto
gamma lattone insaturo & sottoposto a fermentazione
in lievito per ottenere gamma nonanolide o gamma non-
6-enolide o lorc miscele.

8. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-

te B}, in cui il éubstrato sottoposto a lipossigena-’

zione comprende acido linoleico e il gamma lattone
ottenuto consiste di gamma non-2-enolide.
9. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-

te B), in cui il substrato sottoposto a lipossigena-

20
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zione comprende una miscela di acido linoleico e 11-

nolenico, in cui il prodotteo ottenuto comprende gamma

non-2-enolide e gamma non-2,6-dienolide.

PER INCARICO

9

{i oltdl
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nanclide (1) e il gamma non-2-enolide {2) aventi la

forma di struttura che segue:

Questi due prodotti sono costituenti minori del-
la Dipteryx odorata (Fava Tonka) (M. Woerner e coll.
in Unters. Forsch. 1991, 193, 21). Inoltre il gamma-
nonalattone & componente noto di albicocca, fragola,
mora, pesca e numerosi altri frutti. Nella forma
racema sintetica il gamma nonanolide trova vastissima
applicazione nell’industria degli aromi alimentarif
ad esempio come componente degli aromi di frutta.
Tuttavia, malgrado 1‘importanza di questi lattoni a
numero dispari d4di atomli di carbonio, non esgistonc
procedure atte a fornire gquantita sostanziali di pro-
dotto in forma otticamente attiva con procedura natu-
rale.

La presente invenzicone si basa sulla scoperta
che lattoni a nove atomi di carbonio saturi e insatu-

ri possono essere ottenuti da precurgori naturali at-
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RIVENDICAZIONT

1. Procedimento per la produzione di gémma lattoni
aventi 9 atomi di carbonio, saturi o insaturi e loro
miscele, in forma naturale, caratterizzato dal fatto
che comprende:

A) coltivare un microrganismo scelto dal gruppo che

consiste di Pichia ohmeri e Pichia stipitis o entram-

bi in un substrato compren&ente un idrossiacide in-
saturo C,; con ossidrile in C,, ¢ un gliceride che lo
contenga, per ottenere una miscela comprendente gamma
nonancolide;
0 alternativamente
B) sottoporre a lipossigenazione ﬁn substrato com-
prendente un acido scelto dal gruppo che consiste di
acido linoleico, acido linclenico e loro miscele e
distillare in corrente di vapore il prodotto di
lipossigenazione per ottenere una miscela comprenden-
te un gamma lattone insaturo scelto tra gamma non-2
enolide, gamma non-2,6-dienolide o loro miscele.
2. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-
te A) in cui detto substrato comprende 1’acido (R)
coriolico e il microrganismo & Pichia stipitis.
3. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-
te A), in cuil detto substrato & il prodotto ottenuto

per fotossidazione/riduzicone di acide linoleico o di
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una miscela di acidi grassi insaturi Cy comprendente
acido linoleico.

4. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-
te A), in cui detto substrato & il prodotto ottenuto
per lipossigenazione/riduzione di acido linoleico o
miscela di acidi grassi insaturi C,g comprendente
acido linoleico. |

5. Procedimento secondo la rivendicazione 4 in cui
la lipossigenazione & effettuata con il sistema en-
zimatico contenuto nella farina di lino.

6. Procedimento secondo la rivendicazione 3 o 4, in
cui la riduzione del prodotto di fotossidazione o 1i-
possigenazione & effettuata con riducente naturale

scelto tra solfato ferroso o cisteina e suoi sali.

7. Procedimento secondo la rivendicazione l, varian- .

te B) in cui il prodotto di reazione includente detto
gamma lattone insaturo & sottoposto a fermentazione
in lievito per ottenere gamma nonanolide o gamma non-
6-enolide o lorc miscele.

8. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-

te B}, in cui il éubstrato sottoposto a lipossigena-’

zione comprende acido linoleico e il gamma lattone
ottenuto consiste di gamma non-2-enolide.
9. Procedimento secondo la rivendicazione 1, varian-

te B), in cui il substrato sottoposto a lipossigena-
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zione comprende una miscela di acido linoleico e 11-

nolenico, in cui il prodotteo ottenuto comprende gamma

non-2-enolide e gamma non-2,6-dienolide.

PER INCARICO

9

{i oltdl
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