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Os processos de biotransformacgdes constituem-se numa alternativa atraente,
pois sao efetuadas por micro-organismos vivos e derivados bioldgicos e, portanto,
seus produtos podem ser considerados como “natural”. Ocorrem em condicdes
reacionais brandas de temperatura e pressao, reduzindo os impactos ambientais. Os
monoterpenos sdo substratos interessantes para a produgdo biotecnoldgica de
compostos aromatizantes e produtos farmacéuticos por serem substancias de alta
disponibilidade. B-pinenos sdo monoterpenos biciclicos produzidos em quantidades
significativas pelas coniferas da familia das Pinaceae, sendo o0s maiores
constituintes do 6leo essencial destas plantas, atingindo concentragdes de 75 a 90%
do oleo. O objetivo deste trabalho foi realizar reagbes de biotransformacao de (-)-3-
pineno em diferentes meios reacionais, e utilizar residuos agroindustriais como meio
de cultivo. Estes apresentam um elevado potencial de uso para conversao protéica
além de ser uma fonte alternativa. Nas reacdes foi utilizado um fungo filamentoso,
Aspergillus sp., pré-selecionado, codificado como 04.05.08, isolado de caule de
laranjeira por Rottava (2010). Foram empregadas cinco condigdes experimentais
diferentes para a adi¢cao do substrato, que define o inicio da reagcdo, sendo estas
identificadas por R01, R02, R03, R04 e R05. Nas reacdes R01 e R02 a adi¢cao do
substrato foi unica e, nas reacdes R03, R04 e R05, a adicdo do substrato foi de
forma sequencial. A maior concentragao do produto a-terpineol foi obtida na reagao
R02, 1600mg/L, seguida pela obtida na reagdo R05, 944mg/L. Ambas as reacgdes
foram realizadas em Meio Mineral, apds crescimento das células em caldo PD. Este
trabalho busca também a maximizacdo do processo na produgcdo do

monoterpendide oxigenado, denominado de o-terpeniol mediante utilizacdo de



técnica de planejamento experimental. O processo de biotransformacdo com
condicdes experimentais que apresentaram as melhores producdes foi maximizado
utilizando o planejamento experimental. Nesta etapa foram estudadas as influéncias
da temperatura (20; 28 e 36°C), pH (4,5; 6 e 7,5) e massa do in6culo (1; 3 e 5 g) na
reacdo. Na maximizagdo do processo foram mantidas constantes as condi¢des da
reacao R02, onde, apds 36 horas de crescimento do micro-organismo em caldo PD,
foi realizada a centrifugacao das células, e apds estas transferidas para outro frasco
com meio mineral e realizada a adigao unica de 1,5% (v/v) de (-)-B-pineno diluido em
1,5% (v/v) de etanol absoluto. Concentragdo de cerca de 1582,70 mg/L de a-
terpineol foi alcancada no experimento 6 do planejamento experimental. Foi
verificado que a temperatura apresentou efeito significativamente positivo e o pH
efeito significativamente negativo na producédo de o-terpeniol. As melhores
condigbes correspondem a uma temperatura de 36°C, massa de in6culo de 5g e pH
do meio reacional de 4,5. Na avaliacao da producao de a-terpineol utilizando meios
de cultivo agroindustriais observou-se que, utilizando 40g/L de AMM e 40g/L de
glicerol para produgéo do in6culo, as concentragdes de a-terpineol sdo similares as
obtidas utilizando caldo PD para producédo do inéculo, portanto pode ser utilizado

como alternativa de aproveitamento.
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Biotransformation has been an efficient method to obtain important commercial
compounds such as monoterpenes that have a range of applications in the
pharmaceutical, perfumery, cosmetics and food industries. The ability of the cells and
fungi cultures to transform these compounds monoterpenos has being mainly used
for the synthesis of oxygenated derivatives aiming at the production of flavours and
fragrances. This work describes the evolution of biotransformation of monoterpenes
(-)-B-pinene, using suspensions of filamentous fungi preselected, coded as 04:05:08,
isolated stem orange. The biotransformation reactions occurred in different culture
media. In the biotransformation reactions were used five different experimental
conditions for the addition of substrate (R01, R02, R03, R04 e R05). The main
product obtained from (-)-B-a-pinene was terpeniol, the highest concentration of
product was obtained in the reaction R02, 1600 mg/L, followed by reaction RO5,
944mg/L. In evaluating the production of a-terpineol as a culture medium using an
agro-industrial waste noted that, using 40 g/L of corn steep liquor and 40 g/L of
glycerol, to produce the inoculum concentrations of a-terpineol are similar to those
obtained using a synthetic medium for the production of inoculum can therefore be

used as an alternative use of industrial residues.

Keywords: Biotransformation, (-)-B-pinene, a-terpineol, agro-industrial residue
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1 INTRODUGAO

Os aromas e sabores sao um dos mais importantes atributos utilizados na
industria de alimentos, bebidas e cosméticos. A utilizagdo de produtos naturais como
matéria-prima para a sintese de substancias bioativas, especialmente os aromas,
tem sido relatado, porém este material € considerado caro e inviavel as industrias,
na tentativa de contornar este problema tem-se trabalhado na produgao
biotecnoldgica destas substancias.

Compostos de aroma sao obtidos atualmente por dois processos
principalmente: sintese quimica e extracdo de fontes naturais. As sinteses quimicas
geralmente criam altos impactos ambientais por emitirem certa carga de residuos
nao-biodegradaveis. Aromas extraidos diretamente de plantas estdao sujeitos a
instabilidades advindas da sazonalidade, ataque de pragas e efeitos geograficos.
Em contrapartida os processos biotecnoldgicos, por outro lado, em geral ndo emitem
alta carga de residuos e estdo menos sujeitos a variagbes sazonais, oferecendo
algumas vantagens sobre alguns dos processos existentes para a produgao
compostos de aromaticos (JANSSENS et al.,1992).

Nos ultimos anos, a produgao biotecnoldgica de compostos de aroma e sabor
vem sendo estimulada pela crescente demanda do mercado consumidor por
produtos rotulados como “naturais” e “saudaveis”. As legislagdes norte-americana e
européia referem-se aos compostos de aroma naturais como aqueles preparados
tanto por processos fisicos (extragcdo de suas fontes naturais) como por processos
enzimaticos e microbianos que envolvem precursores isolados da natureza, sendo
que o composto gerado deve ser idéntico ao ja existente na natureza para que a
substancia seja legalmente rotulada como ‘natural’. Isso, aliado ao interesse por
aromas naturais em vez de aromas sintéticos, levou a um aumento de investigacdes
focadas em producdo biotecnoldgica dos denominados ‘bioaromas’ (MAROSTICA,
2006).

Aromatizantes e/ou saborizantes naturais, obtidos por biotransformacao,
tendem a substituir os produtos sintéticos, pois sdo efetuadas por organismos vivos
e derivados biolégicos e, portanto, tem a possibilidade de obtencdo do status
“natural”. Este fato pode ser considerado verdadeiro devido as vantagens do

processo de biotransformacdo em comparacdo com a sintese quimica, além do



grande potencial oferecido pela transformagdo microbiana na produ¢cdo de novos
compostos de sabor com diferentes aplicagées nas industrias. Os micro-organismos
podem alterar e degradar uma variedade de moléculas organicas e complexas,
assim pode-se esperar que um deles seja capaz de catalisar a reagao de interesse
especifico (ROTTAVA, 2010). Além disso, sdo obtidas em condi¢cdes reacionais
brandas de temperatura e pressao, reduzindo os impactos ambientais por emitirem
menor carga de residuos industriais, sendo compativeis com o meio ambiente (GIRI
et al., 2001).

Definem-se como processos de biotransformacao aqueles em que se utilizam
sistemas biolégicos, onde um composto organico € modificado em um produto
estruturalmente similar através de reagdes especificas. Estes sistemas se
denominam biocatalisadores e se caracterizam por serem enzimas ou células
integras, de micro-organismos naturais ou recombinantes (HANSON, 1998; GIRI et
al., 2001; DOBLE et al, 2004).

A biotransformacao via precursores monoterpenos que podem ser convertidos
em seus mais valiosos derivados oxigenados, geralmente chamados terpendides, &
uma das classes de metabdlitos secundarios com o maior numero de substancias
descritas (PETERSEN, 2006).

O reino vegetal tem fornecido grande parte dos metabdlitos secundarios com
grande valor agregado, estes metabdlitos em geral, sdo compostos volateis
produzidos por micro-organismos, isto €, ndo sao essenciais para seu metabolismo,
eles sdo os principais responsaveis pelos aromas caracteristicos dos Oleos
essenciais e sao utilizados na produgao biotecnoldgica por apresentar complexidade
natural e dificil emulag&o laboratorial.

Alguns monoterpenos como limoneno, a-pineno e B-pineno, podem ser
isolados em grandes quantidades a partir de 6leos essenciais, a baixo custo, para
serem entao utilizados como matéria-prima na sintese de flavors e fragrancias de
maior valor agregado (TONIAZZO, 2005).

Os monoterpenos, a-pineno e B-pineno, sdo encontrados nos 6leos de muitas
espécies de arvores coniferas, notavelmente o pinheiro. E também encontrado no
oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis). Ambos os enantibmeros sao
conhecidos na natureza; o (-)-a-pineno € mais comum em pinheiros europeus,
enquanto o (+)-a-isémero € mais comum na América do Norte. A mistura racémica

esta presente em alguns 6leos tais como o éleo de eucalipto.



A bioconversao de limoneno para um terpineol como principal produto final
tem sido descrito utilizando uma vasta gama de micro-organismos, como catalisador,
dentre eles podemos citar: Pseudomonas sp. (YOO & DAY, 2002), Cladosporium sp.
(MATTISON et al., 1971), Penicillium sp., Penicillium digitatum isolada de casca de
laranja, (MATTISON et al, 1971;. TAN et al, 1998;. Van RESBURG et al.,1997) e
Pseudomonas gladiolos (CADWALLADER & BRADDOCK, 1992; DEMYTTENAERE
et al., 2001).

No entanto, a bioconversdo de B-pineno para um terpineol tem sido pouco
descrito na literatura. Van Dyk, van Resburg e Moleleki (1998), utilizando
Hormonema sp., obtiveram pinocanfona de (-) B-pineno. Yoo e Day (2002),
utilizando-se Pseudomonas sp. obtiveram de limoneno, p-cimeno, a-terpinoleno,
canfora, terpinen-4-ol, a-terpineol, endo-borneol, e p-cimeno-8-ol. Aspergillus niger
ATCC 9642 foi usado também como catalisador para biotransformac¢ao, o composto
obtido foi um terpineol com conversao baixa (até 4%) (TONIAZZO et al., 2005).

Buscando uma redugdo dos custos de produgao destes compostos, temos
como alternativa a possibilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais como meio
de cultivo, sendo de baixo custo, e produzindo estes compostos com interesse
industrial e de valor agregado (ORZUA et al., 2009).

Os residuos agroindustriais apresentam um elevado potencial de uso para
conversao protéica, como meio, pois, possui baixo valor de proteinas (base seca) e
uma boa quantidade de -carboidratos (agucar e amido), que podem ser
metabolizados como fonte de energia pelos micro-organismos nas reagoes.

Com base nos aspectos acima referidos, este trabalho visa realizar reacoes
de biotransformacédo de (-)-B-pineno em diferentes meios reacionais, e utilizar
residuos agroindustriais como meio de cultivo, busca também a maximizagéo do
processo na producdo do monoterpendide oxigenado, denominado de a-terpeniol,

mediante utilizacdo de técnica de planejamento experimental.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biotransformacao

A biotransformagdo € uma tecnologia relativamente recente na sintese de
compostos organicos e aparece como melhor alternativa para os casos onde as
reacoes quimicas sao de dificil realizacdo. Em varios casos, € muito laborioso
funcionalizar certas posi¢cdes de moléculas via rota sintética, devido as varias etapas
requeridas, resultando em baixos rendimentos e inviabilizando economicamente o
processo, gerando também muitos subprodutos (TONIAZZO, 2005; ROTTAVA,
2010).

Porém, a produgao biotecnoldgica de produtos alimentares tem sido usada
por seres humanos desde a pré-histéria para a preparacao de bebidas fermentadas,
paes, etc. No entanto, foi apenas nas ultimas décadas do século 20 que a utilizagao
desta técnica foi estendida para a fabricagcado de ingredientes, por exemplo, sabores
e oligossacarideos. Desde entdo, a adogao da biotecnologia industrial tem crescido
constantemente em nossa sociedade, mas muitos processos bioldgicos ndo estao
ainda disponiveis comercialmente devido ao alto custo envolvido no processo
(BICAS et al, 2010).

A maioria dos compostos de aroma usados no mundo (aproximadamente
80%) utiliza processos quimicos para sua obtencdo. Entretanto, observa-se uma
nova tendéncia em paises desenvolvidos, como a Alemanha, onde 70% de todos os
compostos de aroma utilizados em alimentos s&o ‘naturais’(MAROSTICA, 2006).

As biotransformacgdes podem ocorrer, entre outros métodos, com culturas em
crescimento, ja crescido, células imobilizadas, enzimas purificadas, ou sistemas
multifasicos (BICAS, 2009).

Em alguns casos é possivel observar menor seletividade pela geragao de
mais de um produto quando se trabalha com micro-organismos integros (células
integras) devido as células conterem diferentes grupos de enzimas capazes de
transformar o substrato (ROTTAVA, 2010).

Reacdes que sdo efetuadas por enzimas isoladas de células, sdo altamente

especificas ao substrato, permitindo reconhecé-lo de forma régio e estereosseletiva,

17
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sendo, portanto, capazes de realizarem reagdes nao acessiveis por processos
quimicos classicos (PETERSEN, 2006).

Os micro-organismos utilizam suas enzimas constitutivas e indutivas para
degradar e sintetizar uma grande variedade de compostos quimicos. Além dos seus
substratos naturais, cada enzima pode, ainda, aceitar outros compostos
estruturalmente semelhantes, e assim, catalisar reagcdes de compostos xenobioticos
(composto quimico, nao nutriente, estranho ao organismo). Os produtos da reacgao,
se nao sofrerem posterior degradagao, podem ser isolados do meio onde os micro-
organismos se desenvolveram (GIRI et al., 2001).

Micro-organismos como Pseudomonas, Rhodococcus, Bacillus, Aspergillus e
Penicillium, possuem grande capacidade de biossintese de novo e de
biotransformacdo e bioconversdo de precursores de terpenos (SCHRADER &
BERGER, 2001).

Enzimas similares podem apresentar diferentes seletividades para a mesma
molécula. De qualquer maneira, e por sorte, a seletividade pode ser alterada
variando o meio, otimizando as condi¢bes de cultivo, adicionando solventes
organicos e inibidores de enzimas ndo desejadas, com a modificacdo da estrutura
do substrato ou a mutagdo genética do micro-organismo, entre outros. Atualmente
existe uma tendéncia crescente no uso de biocatalisadores, aplicados na obtencao
de moléculas complexas de interesse industrial, especialmente no setor
farmacéutico, onde sao requisitos fundamentais as propriedades de seletividade e
especificidade em um processo de sintese (SCHULZE & WUBBOLTS, 1999;
TONIAZZO, 2005; POLLARD & WOODLEY, 2006; ROTTAVA, 2010).

A grande maioria dos estudos de biotransformacdo de monoterpenos
descritos até o momento sdo apenas académicos, sendo inviaveis do ponto de vista
industrial, pois sua aplicacao direta em escalas maiores esbarra em problemas como
a toxicidade dos micro-organismos devido a multiplicidade dos metabdlitos
originados na reagéo e ainda a relagéo inversa que contrasta com um longo tempo
de fermentagdo necessario para a acumulagdo de produto gerado e a baixa
estabilidade e volatilidade do monoterpeno, isto resulta em baixas concentracdes
dos produtos finais e intermediarios, sendo um dos motivos da elevacado dos custos
da recuperagdo dos compostos gerados (CHATTERJEE & BHATTACHARYYA,
2001).
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Abaixo segue fluxo do processo de biotransformacao (Figura 1) que se inicia

com a selecdao do biocatalisador e substrato apropriados para a transformacao

desejada.

PROCESSO DE BIOTRANSFORMAGAO

Selecdo Biocatalisador

Selegdo Substrato

Culturas células em crescimento

-

Culturas células previamente
crescidas

Células imobilizadas

MEIO DE CULTURA e/ou MEIO
REACIONAL
Meio sintético ou residuo agroindustrial

Extratos enzimaticos e enzimas
isoladas

Sistema multifasicos

METODO DE BIOTRANSFORMAGAO

Biotransformagdes oxidativas e
oxigenases microbianas

SELECAO DAS CONDICOES DECULTIVO E

CONDIGOES DO PROCESSO
T2C, pH, pressdo, massa e idade do
indculo

PRODUTO DA REACI\O
Molécula de interesse e valor

Figura 1 — Esquema do processo de biotransformacao.

A selecdo das condicbdes de cultivo e do método de biotransformagcdo devem

ser realizados buscando sempre a melhor condicido para crescimento do micro-

organismo e a realizagdo da reagao. Variaveis das condi¢cbes de cultivo como pH,

temperatura, concentracdo e forma de adicdo do substrato, concentragdo de

oxigénio dissolvido, concentragdo e idade do indculo e composigdo do meio devem

ser estudadas de modo a obter aquelas que permitam o melhor rendimento

(ROTTAVA, 2010).

2.1.1 Selecao de biocatalisador

Para se iniciar uma biotransformagao € necessaria primeiramente a selegao

de um biocatalisador que seja compativel com o substrato a ser utilizado. A escolha
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do tipo de biocatalisador € efetuada entre micro-organismos vivos integros ou outros
materiais biolégicos como RNA, anticorpos ou enzimas isoladas ou contidas em
células.

Teoricamente o organismo, para ser viavel como biocatalisador, deve cumprir

um conjunto de condi¢des tais como:

« Alta eficiéncia catalitica: podem elevar a velocidade de uma reagéo de 10°
a 10" vezes;

« Especificidade ou seletividade de reacdo: tais como a quimioseletividade
onde as enzimas reagem com grupos funcionais especificos, por exemplo,
a hidrdlise enzimatica de ésteres ndo mostra qualquer propensao para a
clivagem de acetais.

* Regiosseletividade ou regioespecificidade: que devido a estrutura
tridimensional, as enzimas podem distinguir entre grupos funcionais
idénticos localizados em regides diferentes de uma mesma molécula, a
enantiosseletividade onde as enzimas atuam como catalisadores quirais
na seletividade enantiomérica (capacidade de diferenciar um enantibmero
de outro);

* Condugdo do processo sob condigbes brandas e biotecnologicamente
limpas: As enzimas estdo sujeitas a inativagdo por fatores quimicos,
fisicos ou biolégicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o
uso. Para que a catdlise seja eficiente em um determinado processo, ha
necessidade de protegé-las da interagcdo com o solvente, meio no qual é
realizada a reacdo, pois 0 mesmo poderia provocar a inativagao,
impossibilitando a catalise da reacdo. As enzimas devem ser efetivas
mesmo em baixas concentragdes, atuagcdo em condi¢des brandas de
temperatura (30 a 70 °C), pH e pressédo atmosférica, estar prontamente
disponivel, ser in6écuo, ser ambientalmente abundante, suscetivel a

modificagcdo genética, resistente a condigbes adversas.

Apesar dos fatores descritos acima, alguns estudos sugerem que o uso de
enzimas isoladas ¢é preferivel, quando existirem limitacbes com relacdo a
permeabilidade do substrato na membrana da célula, ou quando ocorrerem reacdes

secundarias indesejaveis.
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2.1.2Selegao de Substrato

A transformacgao de substratos adicionados aos meios de cultura desperta o
interesse de diversas areas, como farmacéutica e de alimentos. Os substratos para
as biotransformagdées podem ser da mais variada origem, ou seja, podem ser
produtos naturais ou precursores destes, podem ser produtos da propria planta ou
de plantas de espécies diferentes, ou até produtos xenobidticos, como por exemplo,
pesticidas (BANTHORPE, 1994; GERALDES, 2010).

Para a selecdo do substrato € necessario o conhecimento de propriedades
fisicas e quimicas do mesmo e das interagées deste com o micro-organismo. Em
alguns casos, a enzima que catalisa a reagdo desejada é intracelular, sendo
necessaria a entrada do substrato na célula e a saida do produto apds a
transformacao (PEREIRA, 1998b), neste caso o substrato deve ser soluvel e capaz
de atravessar a membrana celular. Se o substrato n&o atravessar a membrana
podem ser realizados tratamentos na célula para aumentar a permeabilidade da
membrana ou utilizar enzimas isoladas (LEUENBERGER et al., 1984). Ainda é
necessario que a célula esteja viva para que o substrato atravesse a membrana
(PEREIRA, 1998a), desse modo € ideal que o substrato ndo seja toxico. Se a
enzima é extracelular ndo ha necessidade de o substrato atravessar a membrana
celular, mas ainda é importante que o0 mesmo seja soluvel e ndo téxico. Quando o
substrato n&o é soluvel em agua, este deve ser dissolvido em um solvente atoxico e
miscivel em agua (HEATH et al., 1997). A escolha do co-solvente é importante
porque esse pode alterar a resposta da reacdo enzimatica (ROURE et al., 1997,
KATO et al., 1999). Pode-se ainda utilizar sistemas multifasicos no caso de
compostos toxicos ou pouco soluveis. Ocasionalmente, transformagdes indesejadas
da molécula do substrato podem acontecer. Um dos caminhos para eliminar esse
efeito € a modificagao da estrutura do substrato (LILLY & WOODLEY, 1996).

Os monoterpendides tém sido amplamente explorados como substrato para
reagdes biocataliticas, onde a versatilidade dos sistemas enzimaticos possibilita a
obtengao de grande variabilidade estrutural dos compostos obtidos, além de agregar
maior valor comercial as moléculas originalmente encontradas na natureza
(PETERSEN, 2006).
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A biotransformacédo pode ser realizada pela adicdo do substrato durante o
crescimento das células e, nesse caso, a transformagao ocorre ao mesmo tempo em
que 0 micro-organismo cresce, ou pela adicdo do substrato as células previamente
crescidas. E possivel, ainda, utilizar enzimas isoladas e, nesse caso, a reacdo
geralmente ocorre em meio aquoso tamponado. Tanto as células integras quanto as
enzimas podem ser utilizadas na sua forma livre ou imobilizadas. Sistemas bifasicos
apresentam vantagens para os casos em que o substrato é tdéxico ou pouco soluvel
(TONIAZZO, 2005).

2.1.3Selegao das condigoes de cultivo e do método de biotransformacgao

2.1.3.1 Biotransformagao com células em crescimento

Neste método de cultivo, tanto a biotransformacéo quanto o crescimento celular
sdo realizados ao mesmo tempo, a adicdo do substrato € feita na inoculacdo ou
durante o crescimento das células. Apesar de tornar o processo mais simples, a
adicdo do substrato durante o crescimento pode afetar as células e a
biotransformacao devido a toxicidade do mesmo. Os efeitos toxicos do substrato
podem ser minimizados ou eliminados pela sua adicdo em um tempo de cultivo
adequado. Em geral, é recomendado que substratos toxicos sejam adicionados as
células ja crescidas ou quando a concentragcdo de biomassa adequada ja foi atingida
(LEUENBERGER et al., 1984).

Se o substrato n&o é soluvel no meio de cultura, deve ser dissolvido em um
solvente miscivel em agua. O meio de crescimento, a quantidade e a forma de
adicdo do substrato e o periodo de incubagdo devem ser determinados
experimentalmente.

Pequenas quantidades do substrato ou analogos presentes no meio desde o
inicio do crescimento podem servir de indutor da enzima desejada, aumentando o
acumulo do produto no meio ou aumentando a taxa de reacdo. A adicdo de
concentragbes de monoterpenos inferiores a 1% em volume ou massa no decorrer
do processo, normalmente € utilizada para minimizar efeitos toxicos sobre os micro-

organismos, quando o monoterpeno for a unica fonte de carbono (ROTTAVA, 2010).
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A adicdo do substrato em batelada alimentada continua ou intermitente, de
modo que o mesmo seja transformado antes de afetar a célula, também pode
contornar o problema da inibigdo do crescimento pelo substrato (DRUAUX et al.,
1987; RABENHORST, 1996; KODAMA et al., 1996; AGRAWAL et al., 1987).
Terminada a reacdo, os produtos sao separados das células por filtragdo ou

centrifugacao.

2.1.3.2 Biotransformagao com células previamente crescidas

Esse outro método é realizado em duas etapas, também pode eliminar ou
minimizar a inibicdo pelo substrato, o micro-organismo € crescido em meio
adequado e separado do meio por centrifugagao ou filtragdo e apds a biomassa é
colocada em outro meio, proprio para a biotransformacao.

Na primeira fase, o meio de crescimento pode ser mais rico, permitindo o
desenvolvimento mais rapido do micro-organismo, além de uma elevada formagao
de biomassa. A produgdo da enzima desejada deve ser maxima e a producao de
enzimas indesejaveis deve ser controlada. Ha casos, como ja citados anteriormente,
em que pequena quantidade do substrato ou analogo presente no meio de
crescimento, desde o inicio da reacdo, ajuda na indugcdo da sintese da enzima
desejada.

Numa segunda fase, onde a biomassa & colocada em outro meio, permite
otimizar o crescimento e a biotransformacdo em separado, utilizando, se necessario,
diferentes condicdes ambientais em cada etapa. O meio de biotransformacao, ao
contrario da anterior, deve ser bem simples, basicamente um tampao, solucéo
fisiolégica ou apenas agua destilada. A adicao de um nutriente, como glicose, pode
ser necessaria na regeneracao de cofatores e na manutengdo da viabilidade celular.
As condicbes mais adequadas de reacdo devem ser determinadas
experimentalmente.

Toniazzo et al. (2005) investigaram a biotransformac&o de limoneo, a- e [-
pineno por Aspergillus niger ATCC 9642. As biotransformacgdes iniciaram trés dias

apos a inoculagado em frascos com 50 mL de meio. Esta cepa de A. niger converteu

somente [-pineno a a-terpineol. A melhor conversédo foi de cerca de 4 %, obtida
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quando o substrato foi aplicado em solucdo com 1% de etanol absoluto e utilizada a
adicao sequencial de substrato (cinco adigdes de 100 pyL a cada 24 h).

Rottava (2010) também utilizou este método para a biotransformacdo de [3-
pineno em a-terpineol utilizando uma cepa de fungo filamentoso Aspergillus sp onde
os experimentos de biotransformacao foram iniciados em agitador orbital (150rpm),
72 horas depois da inoculagéo, foi adicionado o substrato em frascos de cultura com
30mL de meio. A cepa de Aspergillus (04.05.08) apresentou a mais alta conversao
de B-pineno para a-terpineol.

Algumas vantagens deste processo em relagdo ao processo em uma etapa
sado: menor tempo de transformacgao, maior concentragao de substrato, controle mais
facil de reacdes e facilidade na extracao e purificacdo do produto. A reutilizacdo de
biocatalisadores também é possivel, especialmente se estiverem imobilizados
(MEDEIROS, 2002).

2.1.3.3 Biotransformagao com células imobilizadas

O uso de micro-organismos imobilizados (MI) permite um aumento da
produtividade devido a elevada concentracdo de células. A maior concentracdo de
células microbianas no suporte garante a sintese dos metabdlitos e aumenta a
eficiéncia do processo. A imobilizagao € realizada pelas técnicas usuais, como por
exemplo: aprisionamento em uma rede macromolecular porosa (poliacrilamida,
alginato, agar, colageno, celulose, etc.), adsor¢cédo superficial a um suporte sélido,
insoluvel em agua (celulose, resinas de troca ibnica, éxidos metalicos) e agregagao
celular cruzada induzida (CHIBATA et al., 1986).

Além disso, as principais vantagens da imobilizacdo é a facilidade na
recuperacao dos produtos do metabolismo de interesse na fase de “downstream”,
separacao das células do meio reacional, a possibilidade de reutilizacdo das células
repetidamente, principalmente quando os suportes escolhidos para imobilizagdo sao
inertes e apresentam alta resisténcia mecanica e também a possibilidade de
operagao continua. Temos também a manutencao dos fermentadores, uma vez que
nao apresenta problemas de adesdo e obstrucdo aos eletrodos e tubos
(KOURKOUTAS et al.,, 2004; BERGMAIER et al., 2005). Temos também como

vantagem, que estes processos podem ser realizados em espago fisico menor,
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como em biorreatores, ocorre em ambientes com maior atividade de agua e
permitem melhor controle de contaminacdes (DOMINGUEZ et al., 2001).

As técnicas classicas de imobilizacdo podem ser classificadas em:

a) naturais, as quais incluem a formagado de biofimes e a adesdo/adsorcao
microbiana em suportes sintéticos ou naturais. A imobilizagdo natural ocorre
espontaneamente por meio de interacdes eletrostaticas.

b) artificiais, as quais incluem a encapsulagdo em matrizes como alginato de
calcio ou uso de agentes ligantes. Na imobilizac&o artificial, as células séo ligadas as
matrizes por ligagbes covalentes, utilizando-se agentes ligantes como glutaraldeido
ou carbodiimida.

Verifica-se que este método pode acarretar prejuizos em relacao a integridade
celular durante o aprisionamento, o que, juntamente com a barreira adicional criada
com a presenca do suporte, acarreta uma reducao da atividade catalitica das células
imobilizadas em relacdo a mesma quantidade de células livres, porém o problema é
facilmente contornado com o aumento da densidade das células aprisionadas.

Algumas biotransformagbes utilizando micro-organismos imobilizados
encontram-se na Tabela 1. Estes e outros exemplos foram descritos por CORIZZI| et
al. (2007).

Tabela 1 - Aplicacbes de micro-organismos imobilizados e suportes utilizados em processos
biotecnolégicos.

Processo Micro-organismo _ Suporte utilizado Referéncias
R. minuta agar, clara de ovo VELANKAR & HEBLE,
2003
Biotransformagao T. versicolor Ia de vidro/PEI

SEDARATI et al., 2003
Rhodococcus alginato

GUO et al., 2006

Um exemplo da utilizagcao deste método na biotransformacgao de terpenos foi
descrito em estudo desenvolvido por Vanek et al. (1999a), onde células imobilizadas
de Solanum aviculaie e Discorea deltoideai foram utilizados para a produgao de cis e

trans carveol e carvona a partir de (-)-limoneno, utilizado como substrato.
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2.1.3.4 Biotransformagoes com extratos enzimaticos e enzimas isoladas

As enzimas sao capazes de catalisar grande variedade de reagdes uteis na
sintese organica e sao tradicionalmente divididas em seis classes: oxidorredutases,

transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases.

Pode-se utilizar extratos enzimaticos ou enzimas purificadas, no processo de
biotransformacdo, este método ndo se apresenta vantajoso, pois, envolve
geralmente um alto custo e também um longo tempo de processo. Segundo
Leuenberger et al. (1984) este método pode tornar-se vantajoso nas seguintes

situacoes:

« A membrana das células intactas impede a permeacéo do substrato ou do

produto;

* Ocorre degradagao do produto ou reagdes laterais indesejaveis devido a

presenca de outras enzimas nas células intactas;
« A enzima é extracelular e pode ser facilmente isolada e purificada;
* Uma enzima proveniente de tecido animal ou vegetal precisa ser utilizada;

* A enzima necessaria ja € comercializada.

Em alguns casos, no método que utiliza enzimas purificadas, ndo existe a
necessidade de purificacdo completa da enzima, podem ser utilizadas preparagdes
enzimaticas de baixa pureza ou até mesmo extratos celulares crus, porém a
utilizacdo de enzima parcialmente purificada pode, no entanto, gerar reacodes
indesejaveis.

Neste mesmo método, quando se verifica que existe a necessidade de
utilizacdo de um cofator na reagcdo enzimatica, estudos mostram que € preferivel
utilizar as células intactas. Como as células se encarregam de suprir e regenerar o
cofator, a utilizagdo da enzima intacta acaba baixando os custos. Por outro lado, o
uso de células integras ou intactas pode adicionar contaminantes a mistura reacional
e dificultar a recuperagdo do produto (HOUNG et al, 2003). Além disso, a

produtividade € normalmente menor, pois a maioria dos substratos nao naturais &
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toxica aos organismos vivos e sdo tolerados apenas em baixas concentragbes
(YANG et al., 2005).

No método que utiliza enzimas isoladas ocorre de forma mais comum em
reacdes de hidrdlise, mas também apresenta a vantagem de permitir a catalise de
reacbes que nao sdo realizadas em meio aquoso, como esterificagdes,
transesterificagcdes e lactonizagdes. O equilibrio entre as reagdes de hidrélise e o
reverso (sintese) pode ser controlado pela atividade de agua na mistura reacional: a
alta atividade de agua favorece a hidrolise; em atividade de agua reduzida, as
reacdes de sintese predominam (VILLENEUVE et al., 2000).

Se a enzima é intracelular é preferivel utilizar o micro-organismo integro,
afastando a necessidade do oneroso e complexo isolamento da enzima (VIAZZO et
al, 1996). Ainda é necessario que existam mecanismos de transporte adequados
para a entrada do substrato na célula e a saida do produto. Isso pode aumentar a
seletividade do processo, pois muitas proteinas carreadoras reagem com um unico
tipo de molécula ou classe quimica, determinando especificidade ao transporte
(MADIGAN et al., 2004).

2.1.3.5 Biotransformagao em sistemas multifasicos

Em geral os processos sdo formados por uma fase aquosa, que contém o
biocatalisador, e por uma fase organica, que pode ser o préprio substrato ou um
solvente organico que atua como um reservatorio para o substrato e produto. Logo,
a recuperagao do produto é facilitada por ja estar separado do biocatalisador no
reator.

Sistemas aquosos sado preferencialmente utilizados nas biotransformacdes
por serem mais compativeis com enzimas e células. No entanto, muitos substratos
apresentam baixa solubilidade em agua. A adigao de um solvente organico ao meio
aquoso pode aumentar os rendimentos das reacées (LEON et al., 1998).

A biotransformagao de compostos lipofilicos como esterdides ou terpendides
pode ser limitada pela sua solubilidade em agua. A situacdo pode ser até certo
ponto, melhorada com a adicdo de solventes misciveis em agua ou o uso de
agentes emulsificantes (por exemplo, surfactantes do tipo tween). Este processo

pode acontecer na interface entre as duas fases ou na fase aquosa, sobre a
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pequena quantidade de substrato que se solubiliza ao longo do tempo. No entanto,
altas concentracdes de solventes, assim como de substrato e produto, podem inibir
a atividade biocatalitica. Uma solugdo para o problema consiste em manter uma
segunda fase, liquida ou sdélida, como um reservatorio para o substrato e produto,
onde os substratos toxicos e os inibidores sdo mantidos em baixas concentragdes
na fase aquosa, sendo possivel adicionar grande quantidade de substrato sem
prejudicar o biocatalisador.

As reacbes de biotransformacdo realizadas em sistemas bifasicos sao
implementadas, para proteger os micro-organismos dos efeitos toxicos de alguns
substratos, intermediarios e produtos e ao mesmo tempo prever a oxidagao dos
compostos por acdo da agua. Desta forma estudos foram realizados utilizando
Pseudomonas putida nas reagdes com pinenos onde foram utilizados diversos
solventes minimizando problemas associados a biotransformagao de terpenos (VAN
KEULEN et al., 1998).

Para este processo, o reator pode ser de tamanho menor do que o usado nos
sistemas tradicionais. Outra vantagem € a remocé&o in situ do produto, com o
deslocamento do equilibrio termodinamico em favor da sua formacgao. Esses fatores
contribuem para o aumento da produtividade volumétrica (CARVALHO & FONSECA,
2006).

Por outro lado, os solventes organicos podem inibir a reagédo, desnaturar
proteinas e interagir com a membrana celular, causando danos a integridade do
biocatalisador. Por isso, o tipo de solvente organico e a quantidade utilizada devem

ser cuidadosamente analisados para ser atingida a compatibilidade.

2.1.3.6 Biotransformagao envolvendo varias etapas

Biotransformagdées podem envolver duas ou mais etapas catalisadas por
diferentes micro-organismos ou enzimas. A biotransformagdo como um todo pode
ser realizada em apenas uma etapa do processo usando uma mistura de varios
biocatalisadores dentro do mesmo reator ou separadamente em um ou mais
reatores em série (FAUCONNIER et al., 1999).
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Devido a presencga de diferentes enzimas no interior dos micro-organismos,

os processos de biotransformagdes podem ser conduzidos com diferentes tipos de

reacoes, entre elas a oxi-redugado, esterificacdo e a hidrolise, que podem ser

utilizadas na produgédo de farmacos, aromas e fragrancias (WELSH et al., 1989;
HAGEDORN & KAPHAMMER, 1994). Na Tabela 2, temos alguns exemplos:

Tabela 2 - Classe de enzimas segundo Enzyme Comisssion e suas aplicacdes em processos
(SANTANIELLO et al.,1992).

Classe de enzimas

Subclasses mais

Reag6es mais comuns

Necessidade de

utlizadas (tipo de reacdo) coenzima
Esterases, lipases, Hidrdlise e formagéao de Nao
Hidrolases amidases (proteases e ésteres, amidas, fosfato
acilases), fosfatases e e hidrolise de epéxidos
epoéxido hidrolases
. Sim
_ Desidrogenases, monoe  QOxidacdo e reducdo de
Oxidorredutases  dioxigenases, peroxidases alcodis, epoxidacao,
hidroxilagao de alcenos
e alcanos
Sim
Transferases Quinases Fosforilagao
(dependente de ATP)
Sim
Reacéo alddlica,
Li AIdoIasTii,ot;'%r;sszlgolases, formacao de ligagéo
Igases t?ansaminase’s glicosidica, formagéo de
ésteres sulfato e ligagao
C-N Nao
Liases Carboxilases, amonia- Adig3o e eliminagdo em
liases, hidroliases ligagdes como C=C,
C=0, C=N
: o Né&o
Racemases, epimerases Isomerizagdo como
Isomerases

racemizagao,
epimerizagao,
rearranjos
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Em processos de biotransformagdes, as reagdes quimicas mais utilizadas séo
as reacdes de oxidacao. A utilizacdo de biocatalisadores oxidativos atualmente é
considerada uma alternativa para problemas nao solucionados pela catalise quimica
convencional. Problemas este que envolvem principalmente a possibilidade de
controle das reac¢des de oxidagao a partir de reagentes utilizados. Em contraste, a
alta seletividade de enzimas oxidantes constitui uma das principais vantagens no
desenvolvimento deste tipo de reagao de biotransformacao (BURTON, 2003).

Dentre as muitas vantagens do uso destas enzimas, podem ser incluidas, a
estereoseletividade, regioseletividade, aumento na funcionalizagdo e a introducéo de
quiralidade. A efetividade destas reagdes pode ser atribuida, particularmente, ao alto
poder oxidante, através de reagdes quimicas com formagao de produtos muito
estaveis (SCHTZE et al., 1999; DUETZ et al., 2001; BOYD, 2001; CIRINO &
ARNOLD, 2002).

Oxidagdes microbioldgicas sédo reagbdes de oxidagao conduzidas por enzimas
presentes em micro-organismos integros ou por fragcbes destes. As enzimas que
conduzem este tipo de reagao sao classificadas de acordo com a caracteristica do
produto obtido (FABER,1995). As enzimas que catalisam a incorporacdo direta do
oxigénio molecular em uma molécula organica sdao denominadas oxigenases e
compreendem varias familias de proteinas. Por muito tempo, as oxigenases foram
consideradas enzimas incomuns, cuja presenca se limitava a organismos vivos
primitivos como bactérias e fungos do solo (HAYAISHI et al., 1955; URLACHER et
al., 2004).

O ar serve como fonte de oxigénio molecular enquanto que equivalentes de
reducao séo derivados do NADH; ou NADPH através de proteinas de transferéncia

de elétrons, podendo ser visualizado na Figura 2 (Petersen, 2006).

SUSTRATO + Oy > SUSTRATO-0,

SUSTRATO + O, + H + NAD(P)H , SUSTRATO-O +NAD(P)” + H,0

Figura 2 - Reag0es gerais de oxidacao catalisadas por oxigenases (MOLINA,2007).
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As monoxigenases mais estudadas e usadas em biotransformacéo até agora
pertencem ao grupo citocromo P-450. As P-450 tém sido submetidas a numerosos
estudos de engenharia genética com a finalidade de compreender suas fungdes e
propriedades para converté-las em catalisadores mais eficientes (SCHLITING et al.,
2000; CIRINO & ARNOLD, 2002). As P-450 catalisam preferencialmente a
monoxigenagdao de compostos hidrofébicos e tem a extraordinaria capacidade de
introduzir oxigénio em ligagdes C-H nao ativadas (URLANCHER & SCHMID, 2006).

Esta enzima, facilmente encontrada em praticamente todas as células vivas,
aparece como principal modelo de agente biocatalitico de oxidagao, e tem mostrado
grande potencial na oxidagado de diversas classes de substancias, entre elas a dos
monoterpenos (VAN DER WERF et al, 1997). As enzimas P-450 ocorrem
frequentemente como sistemas complexos com estrutura quaternaria formada por 2

componentes: uma hidroxilase e uma redutase (ROTTAVA, 2010).

2.2 Terpenos

Os Oleos essenciais sdao uma fonte abundante de terpenos volateis,
substancias largamente distribuidas na natureza. Estes ocorrem amplamente na
natureza, na sua maioria em plantas, mas também em alguns animais e micro-
organismos. Os terpenos e seus derivados, os terpendides, constituem um dos
grandes grupos de metabdlitos secundarios presentes em grande proporgao no
reino vegetal e sdo os responsaveis pelo aroma dos 6leos essenciais (constituintes
odoriferos das plantas que podem ser extraidos a partir da destilagcdo em corrente
de vapor). Ocorrem abundantemente em partes vegetativas, frutos e flores e
apresentam uma elevada concentracdo nas estruturas reprodutoras e nas folhas
durante, e imediatamente apds, a floragdo. E também a classe mais representativa
nas resinas das plantas, além de serem O6timas substancias para conversdes
estereoespecificas (DUDAREVA et al. 2005; PADUCH et al. 2007).

Fragrancias florais, frutadas, amadeiradas e citricas destacam-se dentre os
aromas apresentados por terpenos isolados. Esta variedade de fragrancias e
aromas, ponto de grande relevancia no interesse comercial por estes produtos, pode
ser atribuida a ocorréncia de um grande numero de isbmeros para esta classe de
metabdlitos (PETERSEN, 2006).
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Estas substdncias naturais sao denominadas como terpenos e séo
constituidas por unidades C5, denominadas unidades isoprénicas ou “unidades do
isopreno”, acopladas no modo “cabeca-cauda”, derivados do 2-metil-butadieno, as

quais podem ser representadas da seguinte maneira (Figura 3):

isopreno = H,C=C—CH=CH,
2 | 2
CH;

Figura 3 - Representacao de uma unidade de isopreno (PETERSEN, 2006).

As substancias C5, denominadas hemiterpenos, raramente sdo encontradas
na natureza, em sua forma livre. No entanto, a fusdo de duas ou mais unidades
isoprénicas resulta numa das mais importantes classes de substancias,
extremamente rica em diversificagdes estruturais, tanto no tamanho como na forma
de suas cadeias carbbnicas, denominadas de esqueletos terpénicos. A fusdo das
unidades de isopreno pode ser “cabega-cauda” formando cadeias lineares ou podem
formar anéis. Os terpenos podem existir como hidrocarbonetos ou podem também
estar ligados a compostos com oxigénio como grupos hidroxilos, carbonilos, cetonas
ou aldeidos (PADUCH et al. 2007).

Existe mais de 30.000 terpenoides conhecidos, sendo divididos em varios
subgrupos de acordo com o numero de unidades isoprénicas. Os terpenos mais
abundantes sao constituidos por 10, 15, 20 e 30 atomos de carbono, denominados
de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, respectivamente,
conforme Tabela 3.

Os compostos terpénicos mais frequentes nos Oleos volateis sao os
monoterpenos (cerca de 90% dos 6leos volateis) e os sesquiterpenos. Outros
terpendides, como diterpenos, sao geralmente encontrados em 6leos vegetais
extraidos com solventes organicos além de serem unidades terpénicas pouco
volateis e, portanto, excluidas do grupo dos o6leos essenciais (SCHANTZ, 1967,
CROTEAU, 1987; TYLER et al., 1996; PETERSEN, 2006).
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Tabela 3 - Classificagéo de terpenos segundo unidades isoprénicas (SJOSTROM, 1981).

Prefixo Numero de atomos de carbono Numero de unidades de isopreno CsHs
Mono 10 2
Sesqui 15 3
Di 20 (acidos resinicos) 4
Tri 30 (esterdides) 6
Tetra 40 (carotendides) 8
Poli >40 (borrachas naturais) >8

Sabe-se que os terpenos ndo se formam na natureza a partir do isopreno, o
qual nunca foi encontrado como produto natural. Existem nas plantas duas vias
biosintéticas para a produgao de terpenos: uma citosélica, a via do acido mevalonico
e outra plastidial denominada via independente do acido mevaldnico ou via 1-deoxi-
D-xilulose fosfato (DXP) ou ainda via metileritritol fosfato (MEP). O precursor dos
terpenos € o acido mevaldnico (Figura 4) que é produzido a partir da acetil-CoA. Os
precursores dos terpenos sao identificados como ésteres difosfatos denominados
pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) e pirofosfato de isopentilalila (IPP) (DEWICK,
1997).
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Figura 4 - Esquema de condensagdo de unidades isoprénicas — formagdo dos precursores de
terpenos C10, C15, C20, C25, C30 e C40 (TONIAZZO, 2005).

A biossintese de monoterpenos ocorre pela combinacdo de DMAPP e IPP via
enzima preniltransferase, formando a unidade basica pirofosfato de geranila (GPP)
em um mecanismo que envolve a ionizagao de DMAPP, com formagao de um cation
alilico e com a adicdo a dupla ligagdo da molécula de IPP. O encadeamento

‘cabeca-cauda” destes isbmeros ocorre através de uma reacdo de adicao
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eletrofilica, seguida de eliminagdo estereoespecifica de proton. Sendo assim, a
fusdo de uma unidade IPP a uma unidade DMAPP produz o geranil-pirofosfato
(GPP), precursor dos terpenos C10, os monoterpenos. Adicdo de uma unidade IPP
a GPP resulta no farnesil-pirofosfato (FPP), precursor dos sesquiterpenos (C15).
Sucessivos acréscimos de unidades IPP originam o geranilgeraniol-pirofosfato
(GGPP) e geranilfarnesil-pirofosfato (GFPP), precursores dos diterpenos (C20) e
sesterpenos (C25), respectivamente. A formacao dos precursores dos triterpenos
(C30) ocorre de forma diferenciada dos anteriores. O esqualeno (precursor de C30
de plantas inferiores) e o epoxi-esqualeno (gerador dos triterpenos de plantas
superiores), sao formados por encadeamento “cauda-cauda” de duas unidades C15
(FPP). A condensacao “cauda-cauda” de duas unidades C20 (GGPP) resulta no
fitoeno, precursor dos tetraterpenos, mais conhecidos como carotendides (C40)
(DEWICK, 1997).

A ligagao dupla formada apresenta geralmente conFiguragbes trans, mas a
unidade GPP pode sofrer modificagcbes através de sua ligagdo dupla formando
isdmeros LPP (pirofosfato de linalila) e NPP (pirofosfato de nerila), o que possibilita a
obtencdo de novos monoterpenos. Com a mudanca da estereoquimica sao obtidos
compostos com diferentes caracteristicas principalmente quanto a sua utilizacéo
como flavorizantes e perfumes, propriedades relacionadas com a presenca de
grupos funcionais diversos tais como alcodis, aldeidos e ésteres (HARBORNE,
1989; MANN, 1994; DEWICK,1997; PETERSEN, 2006).

Podemos destacar os terpenos oxigenados como aqueles de maior
importancia para a industria por apresentarem sabores e odores caracteristicos,
sendo atrativos do ponto de vista industrial. Estudos reafirmam a importancia destes
compostos como flavorizantes em processos industriais, como nas fermentacdes
envolvendo a producao de cerveja (KING & DICKINSON, 2003) e na producéo de
alimentos, onde alguns exemplares terpendides conferem sabor até 1000 vezes
mais doce do que a sacarose (SOUTO-BACHILLER et al., 1997; PETERSEN, 2006).

Dentre os 60-100 compostos de aromas e fragrancias produzidos
biotecnologicamente em escala industrial, poucos terpendides estdo entre eles,
apesar de suas caracteristicas sensoriais unicas e crescente demanda. As principais

razdes para tal baseiam-se na natureza quimica das substancias e nas moléculas de
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interesse: baixa solubilidade, alta volatilidade e citotoxicidade dos terpenos e
terpendides impedem bioprocessos convencionais (SCHRADER & BERGER, 2001).

2.3 Monoterepenos

Os monoterpenos sdo moléculas contendo 10 atomos de carbono em sua
estrutura, se classificam em aciclicos, monociclicos e biciclicos (WHITTAKEr, 1972;
IKAN, 1991; BAUER et al., 2001).

A diversidade de moléculas monoterpénicas estende-se consideravelmente
através de reacdes de ciclizagdo, as quais possibilitam a formacédo de sistemas
monociclicos e biciclicos, observados para um grande numero de compostos
volateis ja relatados. Assim a grande maioria dos monoterpenos isolados deriva de
processos de ciclizagdao (DEMYTTENAERE & KIMPE, 2001; PETERSEN, 2006).

2.3.1 Monoterpenos aciclicos

Muitos terpenos tém também as unidades isoprénicas dispostas em anéis,
cuja biossintese é feita através de precursores de cadeia aberta por reag¢des de

ciclizagéo via carbocations (Figura 5).

S ¢ L,

mirceno ocimeno aloocimeno citral citronelal citronelol

Figura 5 - Exemplos de monoterpenos aciclicos (TONIAZZO, 2005).

Existem também os compostos oxigenados, como o geranial e o neral,

aldeidos isbmeros que na natureza aparecem na forma de uma mistura denominada
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citral, o citronelal e o citronelol. A maior parte dos monoterpenos aciclicos existentes
na natureza possui aromas agradaveis, 0 que os tornam interessantes na industria
de aromas e fragrancias (ROTTAVA; 2010).

2.3.2Monoterpenos monociclicos
A maioria dos monoterpenos monociclicos possui o esqueleto p-mentano.

Dentre os 14 dienos isbmeros possiveis a partir deste esqueleto, apenas 6 existem

na natureza (Figura 6).

Q999 QY

p-mentano  Limoneno Terpinoleno Alfa-terpineno Gama-terpineno Alfa-felandreno Beta-felandreno

Figura 6 - Estrutura de isémeros do [J-mentano (TONIAZZO, 2005).

Existe um grande grupo de monoterpenos monociclicos oxigenados. Alguns
podem ser considerados como produtos da desidratagdo do 1,8-terpin. Neste grupo,

encontram-se o a-, 3- e y-terpineol e o 1,8 cineol (Figura 7).

229§ 9

1,8-terpin Alfa-terpineol Beta-terpineol Gama-terpineol 1,8-cineole

Figura 7 - Estrutura de 1,8-terpin e seus derivados (TONIAZZO, 2005).

Compostos oxigenados nas posigdes 2 e 3 fazem parte de um extenso grupo
de alcoois e cetonas com varios graus de insaturagdes e complexa estereoquimica.

Alguns integrantes deste grupo encontram-se representados abaixo na Figura 8:
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“oH OH 0 o

Mentol Piperitol Carveol Mentona Piperitona Carvona

Figura 8 - Estrutura de monoterpenos monociclicos oxigenados nas posi¢des 2 e 3 (TONIAZZO, 2005).

Existem poucos terpendides oxigenados nas posigdes 7 e 10. Destacam-se o

alcool, aldeido e acido perilico e o 1-p-menteno-9-al (Figura 9).

CH,OH

RN

Alcool perilico Aldeido perilico Acido perilico 1- p-mentano-9-al

Figura 9 - Estrutura de monoterpenos oxigenados nas posicbes 7 e 10 (TONIAZZO, 2005).

2.3.3Monoterpenos biciclicos

Os monoterpenos biciclicos sdo subdivididos em cinco grupos de acordo com
o esqueleto carbdnico. Os grupos ou séries foram nomeados de acordo com o
hidrocarboneto saturado de origem. Abaixo se encontram representados os
esqueletos de cada um dos grupos, assim como a numeragao adotada para os
atomos de carbono de sua estrutura. Compostos biciclicos sofrem, com relativa
facilidade, rearranjos no esqueleto carbdnico, gerando produtos com esqueletos

diferentes do material de partida (Figura 10).
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Tujano Carano Pinano Canfano Fenchano

Figura 10 - Séries de monoterpenos biciclicos (TONIAZZO, 2005).

Os membros das séries dos tujanos e caranos (Figura 11) caracterizam-se
pela presenca de um anel de ciclopropano que se abre quando submetido as
condicbes 4acidas. Os membros das séries dos pinanos apresentam um anel
ciclobutano, que pode facilmente sofrer expansdo ou clivagem. Estas reacdes

definem a quimica dos pinenos.

SR

Alfa-pineno Beta-pineno

Figura 11- Monoterpenos biciclicos da série dos pinenos (TONIAZZO, 2005).

Existe uma grande quantidade de compostos oxigenados que deriva dos

pinenos. Os mais importantes sédo alcoois, aldeidos e cetonas (Figura 12).

S @ W e, @,

2-pinanol Pin-3-en-2-ol Nopinona Verbenona Verbenol

ébﬁ OH o OH

Pinocarvona Trans-pinocarveol Pinocanfona Pinocanfeol

CHO CH,OH CHO CH,OH
Mirtenal Mirtenol Mirtanal Mirtanol

Figura 12 - Derivados oxigenados dos pinenos (TONIAZZO, 2005).
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Os compostos da série dos canfanos e fenchanos (Figura 13) apresentam um

anel de ciclopentano. A canfora é o principal representante da série dos canfanos.

@@ Nosglivs

Canfona Isoborneol  Canfeno

Figura 13 - Série dos canfanos (TONIAZZO, 2005).

Fenchona é o principal representante da série dos fenchanos (Figura 14)

onde outros compostos similares aos da série dos canfanos sao encontrados.

Fenchona Fenchol Alfa-fencheno

Figura 14 - Série dos fenchanos (TONIAZZO, 2005).

Os estudos de monoterpenos biciclicos também é de grande interesse, o que
justificou a realizagdo de importantes trabalhos como de YOO et al. (2001), que
empregaram a e 3 pinenos utilizando Pseudomonas sp. com formagao de limoneno,
cimeno, a-terpinoleno, a-terpeniol e borneol, sendo bioconvertidos 33,5% de a-
pineno e de 58,8% de B-pineno (PETERSEN, 2006).

2.4 Biotransformagao de monoterpenos

A biotransformacao de monoterpenos pode resultar em compostos de alto
valor na industria de aromas e fragrancias, este € um processo biolégico pelo qual
um precursor apropriado € modificado para um produto recuperavel, especialmente
aqueles que levam a compostos com fungdes oxigenadas, este processo é

catalisado por enzimas e gera produtos com aromas caracteristicos e agradaveis.
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Os produtos contendo oxigénio tém maior valor de mercado que o0s
hidrocarbonetos correspondentes, em geral. Isto ocorre porque séo intermediarios
sintéticos mais avancgados, ou produtos finais com diferentes usos, sejam em
cosmeéticos, fragrancias ou substratos para polimeros, entre outros. Em particular,
monoterpenos oxigenados, por exemplo, carvona, verbenona e pinocarvona,
constituem-se em substancias reconhecidamente importantes na industria de
alimentos, comésticos e perfumaria. Limoneno, alfa- e beta-pinenos sdo os
substratos de eleigdo para produgdo destes e outros monoterpenos oxigenados
(ANTUNES, 2005).

A utilizacdo de micro-organismos e suas enzimas na produgdo de um
determinado composto, assim como a manipulacdo genética destes, podem
substituir complexas sinteses que necessitam de diversas etapas para a obtencao
do produto desejado, por um unico passo de biotransformagdo. Muitos estudos
descrevem a biotransformacao de terpenos utilizando enzimas, extratos celulares e
células inteiras de bactérias, cianobactérias, leveduras, microalgas, fungos e plantas
(DE CARVALHO & DA FONSECA, 2006).

As biotransformacdes diferem das fermentacbes, nas quais os produtos,
como antibiéticos, enzimas, aminoacidos, acidos organicos e solventes, originam-se
a partir de substratos simples pela agdao de um complexo sistema biossintético do
metabolismo (SATO, 2001). Varias rea¢des de biotransformagéo foram relatadas em
outros trabalhos, como a hidroxilacgdo em outras posicbes da molécula, a
desidrogenacao (insercdo de dupla ligagdo), oxidacdo de alcodis a cetonas,

clivagem da cadeia lateral, dentre outras.

As oxidagbes cataliticas seletivas de moléculas organicas se encontram
dentro dos mais importantes processos tecnoldgicos na industria quimica. Entre os
compostos naturais suscetiveis a transformacdes biocataliticas se encontram os
monoterpenos, principalmente limoneno, B e a-pineno, que por serem 0S Mais
abundantes nas espécies vegetais, se tornam candidatos ideais para a geragao de
oxi-derivados (MOLINA, 2007).

Apesar de existirem varios trabalhos na literatura referentes a processos de

biotransformagcdo com esses compostos, ainda é necessaria a busca de micro-
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organismos que conduzam a conversdes maiores e mais seletivas, otimizando o
processo (ROTTAVA, 2010).

2.4 1Biotransformacao de beta-pineno

Além de ser obtido por fracionamento da terebentina, o B-pineno (6,6-dimetil-
2-metileno) (Figura 15) pode ser obtido a partir da isomerizagao de a-pineno, porém
nenhum método totalmente sintético existe. O [B-pineno €& comercializado com
pureza de 80 a 95%, dependendo do uso (ENCYCLOPEDIA.ORG, 2003; KIRK &
OTHMER, 1981; KOLICHESKI, 2009).

Figura 15 - Representagdo esquematica do B-pineno (WIKIMEDIA COMMONS, 2010).

Experimentos realizados por Petersen (2006) com o6leo de terebentina,
composto principalmente por B-pineno, foram realizados com células vegetais de C.
roseus, o resultado mostrou que o 6leo foi completamente consumido e como

produto principal obteve-se a-terpeniol.

Os pinenos sédo de grande valor como precursores dos aromas e a maioria
dos seus derivados (84%) ocorrem por sintese quimica (AGER, 1999, YOO et al.,
2001). A Tabela 4 apresenta alguns exemplos de biocatalizadores tendo como

substrato a e 3 — pineno.

Tabela 4 - Exemplos de processos de biotransformacédo de monoterpenos
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Substrato Biocatalisador Produtos Referéncias

Verbenona, trans-verbenol,
a-pineno Hormonema sp. Pinocanfona,

, . Van DYK et al. (1998)
B-pineno UOFS Y-0067 3-hidroxi-pinocanfona

AGRAWAL & JOSEPH
Aspergillus sp. Verbenol

o-pineno o (2000)
Penicillium sp. Verbenona

Verbenona, a-terpineol, boneol,

p-cimeno, canfor, a-terpinoleno,

o-pineno Aspergillus limoneno, terpinen-4-ol,
_ ROSENBAUM (2000)
B-pineno niger p-cimene-8-0l, alcool
fenchilico, pinocarvona,
pinocarveol
3[- hidroxi(-)-B-pineno,
a-pineno Botrytis cinerea 9- hidroxi(-)-a-pineno, FAROOQ et al. (2002)

4(3- hidroxi(-)-a-pineno-6-one
) p-cimeno, limoneno, a-
o-pineno Pseudomonas YOO et al. (2001)
terpineol, a-terpinoleno,
B-pineno sp. YOO E DAY (2002)
borneol

A maioria dos micro-organismos utilizados como biocatalizadores na
producao de terpenos sao os fungos, e um exemplo tipico € o género Ceratocystis
que produz compostos de aroma. A producdo de compostos de aromas diversos
(citronelol, geraniol, linalol, nerol, a-terpineol e outros) utilizando cepas de
Ceratocystis foi verificado na literatura (BLUEMKE & SCHRADERB, 2001;. COLLINS
& HALIM, 1977;. LANZA et al., 1976,.; HUBBALI et al., 1978).

Diversas rotas estdo descritas para a biotransformagdo do [B-pineno. A
biotransformacdo de [p-pineno por Homonema sp. resultou na producdo de
pinocanfona (0,1 g/L) e da hidroxicetona 3-hidroxi-pinocanfona (0,2 g/L) apés 72h
(VAN DYK, vAN RENSBURG & MOLELEKI 1998).

Busmann e Berger (1994) relataram a biotransformagao de B-pineno por

basidiomicetos. Os produtos obtidos foram 42 verbenol, verbenona, mirtenol e trans-
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pinocarveol. Mais recentemente, Lindmark-Henriksson (2003) relatou algumas rotas

metabdlicas para sua biotransformacao.

Nos experimentos realizados por Petersen (2006), utilizando B-pineno,
levaram a obtengdo do mesmo produto majoritario, sugerindo que a formagao de a-
terpeniol ocorreu para os 3 ensaios realizados, através de um mesmo conjunto de
enzimas, a biotransformacéao foi realizada utilizando culturas de células vegetais de
Catharanthus roseus.

A Figura 16 abaixo mostra alguns dos produtos obtidos da biotransformacao

deste monoterpeno.

0 o
P

o \__ 1

— [

[—pineno—epoxido mirtenol mirtenal

I 1 N T

) — 5

f—pinenc mirtenol

OH
o—terpineol

—

pinocarveol pinocarvona pinocanfona

Figura 16 - Principais rotas metabdlicas envolvidas na biotransformacgao de B-pineno (BUSMANN &
BERGER, 1994; Van DYK et al., 1998; LINDMARK-HENRIKSSON, 2003).

Quando B-pineno foi submetido a biotransformacéao por diversos organismos,
varios produtos foram originados: trans-pinocarveol por linhagens de Aspergillus

niger e Armillariella mellea; 1,4-cineol, 1,8-cineol, mirtenol e mirtenal por Ganoderma
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applanatum e Pleurotus flabellatus; borneol, canfora e acido b-isopropimélico por
Pseudomonas sp.; e pinocanfona e isopinocanfona por Hyssopus officinalis sao

alguns dos principais relatos (Lindmark-Henriksson, 2003).

2.5 Residuo agroindustrial

As industrias alimentares, agricolas e florestais geram anualmente milhdes de
toneladas de residuos, por exemplo, bagagos, cascas, polpas, residuos aquosos e
outros, muitos dos quais levantam questdes sérias de eliminacdo e,
consequentemente, custos consideraveis para diversas industrias. Portanto, uma
gestao integrada destes residuos de acordo com o conceito de "reduzir, reutilizar e
reciclar" esta constantemente a ser pesquisado (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).

O residuo agroindustrial, depois de gerado, necessita de destino adequado,
pois ndo pode ser acumulado indefinidamente no local em que foi produzido. A
simples disposicao destes no meio ambiente pode gerar emissdes para a atmosfera,
para as aguas ou para o solo.

A crescente preocupagdo com o0 meio ambiente vem mobilizando varios
segmentos do mercado, onde alguns 6rgaos governamentais e industriais estao se
preparando para aplicar uma politica ambiental que diminua os impactos negativos a
natureza (PELIZER et al., 2007).

Uma das alternativas é a possibilidade de utilizagdo de residuos agroindustriais
como matérias-primas (meio de cultura) na produgdo de compostos com interesse
industrial e de valor acrescentado (ORZUA et al., 2009).

Atualmente, eles tém sido utilizados como meio de cultura em processos, 0 uso
de meios de cultura de baixo custo, como residuos agroindustriais, € uma alternativa
para reduzir os custos de producéo, pois se representam como uma fonte alternativa
de baixo valor comercial, além de apresentarem disponibilidade local.

Dentre os residuos temos como exemplo e com maior disponibilidade o soro de
queijo, torta e o6leo de soja, efluente frigorifico, hidrolisado de levedura, agua de
parboilizagao de arroz e a agua de maceragao de milho.

Maréstica Jr. e Pastore (2007), utilizaram manipueira (agua do processamento
de farinha de mandioca) como meio para crescimento micelial dos fungos

Penicillium sp. 2025, Aspergillus sp. 2038 e Fusarium oxysporum 152B. Apoés trés
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dias, a cultura foi filtrada e transferido o indculo para frascos com 50 mL de meio
mineral adicionado de 50 uL (0,1 %) de dleo essencial de laranja, para realizagdo da
biotransformacgao. Duas subsequentes adigdes de 50 pL de 6leo essencial de laranja
foram efetuadas a cada 24h, uma pequena quantidade de R-(+)-a-terpineol foi

produzido por todas as cepas.

2.6 Consideragoes finais

A importancia dos aromas e fragrancias, assim como O espago que 0S
monoterpenos e seus derivados ocupam neste setor, ja foi demonstrada através dos
varios estudos publicados sobre o assunto. Além dos compostos mencionados, a
gama de produtos obtidos a partir da biotransformacdo de [-pineno é ampla
(TONIAZZO, 2005).

Deve-se agora voltar a atencdo para o enorme potencial que tém os
processos biotecnolégicos, onde compostos de aroma produzidos por
biotransformacdo tendem a substituir os compostos de aroma obtidos
sinteticamente. Isso se deve principalmente, como demonstrado ao longo desta
revisdo, as vantagens que o processo de biotransformacao oferece frente a sintese
quimica além da potencialidade das transformag¢des microbianas em produzir
compostos de aroma novos e com aplicagbes diversas na industria (ROTTAVA,
2010).

A utilizagdo de fungos filamentosos, bactérias e leveduras e suas enzimas
como eficazes catalisadores bioldgicos, utilizacdo de residuo agroindustrial como
fonte alternativa de meio de cultivo, obtendo produtos naturais, e a maximizagao
destes processos por técnicas de engenharia bioquimica sao necessarias no sentido
de se alcangcarem maiores rendimentos que tornem o processo economicamente
viavel e, consequentemente, atraente e aplicavel para as industrias de aromas e
fragrancias (TONIAZZO, 2005).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Micro-organismo

Fungo filamentoso, Aspergillus sp., codificado como 04.05.08, pré-

selecionado, isolado de caule de laranjeira por Rottava et al. (2010).

3.2 Material

3.2.1 Reagentes/solventes e meios de cultura

Os principais reagentes e meios de cultura utilizados no decorrer deste
trabalho foram:

* Acetato de etila (99,5%, Vetec)

» Sulfato de sodio anidro (99%, Vetec)

« Alcool etilico absoluto (99,5%, Nuclear)

» Caldo PD (Potato Dextrose: 4g/L de infusdo de batatas, 20g/L de dextrose,
pH 5,1 £ 0,2, Acumedia)

* Meio PDA (Potato Dextrose Agar. 4 g/L de infusdo de batatas, 20g/L de
dextrose, 15g/L de agar, pH 5,1 + 0,2, Acumedia)

* Meio Mineral (0,5g/L de MgSOQO., 3,0g/L de NaNOs, 1,0g/L de KH.PO,, 0,5g/L
de KCI, 0,01g/L de Fe,SO,) (Brunerie et. al., 1987)

« Diluente Agua Salina (8,5g/L NaCl)

» Tween 80 (Vetec)

» Gilicerol (glicerina bidestilada 85% PA, Merck — Alemanha)

« Agua de Maceracdo de Milho(AMM) cedida pela CornProducts — Mogi
Guacgu/SP

« Agua de Parboilizacdo do Arroz (APA) cedida pela Industria Nelson Wendt-
Pelotas/RS.
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Todos os reagentes e solventes foram empregados sem nenhum tratamento

prévio. Todos os outros reagentes e solventes eram de grau analitico.

3.2.2 Substratos e padroes quimicos

Como substratos e padrdées quimicos foram usados:
* (-)-B-pineno (99%, Fluka)

* (+)-a-terpineol (= 97.0 % - soma de enantibmeros, GC, Fluka)

3.3 Metodologia

3.3.1 Esterilizacao dos materiais e meios de cultivo e de reacao

Todos os materiais empregados foram esterilizados por meio de calor seco
(em estufa) a temperatura de 180°C por um periodo de 2 horas. Os meios de cultivo
e de reacdo foram esterilizados por meio de vapor umido (em autoclave) a

temperatura de 121°C por um periodo de 15 minutos.

3.3.2Curva de crescimento do micro-organismo 04.05.08

Para determinar o perfil do crescimento do micro-organismo utilizado
(04.05.08) foi tracada uma curva de crescimento para posteriormente definir o
melhor tempo de inicio do processo de biotransformacéo. Para obtencao do indculo
fez-se a contagem dos esporos e igual volume da solugédo de esporos foi adicionada
para cada Erlenmeyer. Aliquotas de 1 mL de suspensdo de esporos (5x10°
esporos/mL) foram transferidas assepticamente para erlenmeyers contendo 30 mL
de caldo PD (Potato Dextrose) e incubados a 28°C, 120 rpm durante 5 dias para a

determinacao da biomassa.
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Na determinagdo da concentragdo celular por medida de peso seco foi
necessario utilizar amostras de volumes conhecidos que represente o todo. No caso
de uma cultura micelial, ou crescimento com formacao de pellets, a distribuicdo da
biomassa impede que sejam retiradas amostras de partes do volume. Sendo assim,
para se determinar a curva de crescimento do fungo filamentoso utilizado neste
estudo, apds o crescimento deste em caldo PD, em cada ponto de amostragem, um
frasco inteiro foi filtrado a vacuo (MARCONI Modelo MA 058) e a biomassa retida no
papel de filtro previamente tarado, foi entdo seca e pesada até obtencédo de peso
constante (24 h, 105°C). A curva de crescimento microbiano foi construida a partir

dos dados de biomassa obtidos a partir do peso seco.

3.3.3 Producao de inéculo

Para o preparo do indéculo, uma alcada de esporos foi transferida
assepticamente para tubos de centrifuga contendo 20 mL de caldo PD e incubados
em agitador orbital (120 rpm) a 28°C por 36 h para atingir o final da fase exponencial
de crescimento. Depois de 36 h de crescimento dos micro-organismos, os tubos
foram centrifugados a 3500 rpm durante 5 minutos, e o sobrenadante foi retirado. Foi
acrescentada agua destilada estéril a um volume final de 20 mL. Os tubos foram
agitados para ressuspender as células e centrifugados novamente. O sobrenadante
foi entdo descartado e massa celular precipitada foi transferida a um erlenmeyer
contendo 30 mL de meio mineral para a realizagdao da reacado de biotransformacao
(ROTTAVA, 2010).

3.3.4 Avaliagcao das condi¢coes experimentais nas reagoes de biotransformacao

Nas reacdes de biotransformacdo foram empregadas cinco condigdes
experimentais diferentes para a adicdo do substrato, que define o inicio da reacéo,
sendo estas identificadas por R01, R02, R03, R04 e R05.

RO1 - o micro-organismo foi cultivado em caldo PD por 36 horas (final da fase

exponencial de crescimento, conforme apresentado na curva de crescimento, onde o
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micro-organismo apresenta um crescimento maximo sendo assim mais resistente a
toxicidade do substrato) e a adicdo do substrato foi realizada diretamente neste
mesmo frasco, em adi¢ao unica de 1,5% (v/v) de (-)-B-pineno diluido em 1,5% (v/v)
de etanol absoluto.

RO2 - ap6s 36 horas de crescimento do micro-organismo em caldo PD, foi
realizada a centrifugacao das células, e apos estas transferidas para outro frasco
com Meio Mineral e realizada adi¢ao unica de 1,5% (v/v) de (-)-B-pineno diluido em
1,5% (v/v) de etanol absoluto.

RO3 - o substrato foi adicionado de forma sequencial, ou seja, trés adigbes de
0,5% (v/v) de (-)-B-pineno diluido em 0,5% (v/v) de etanol absoluto. Para este
experimento o micro-organismo foi cultivado em caldo PD, sendo adicionado
diretamente neste frasco o substrato. As adigdes ocorreram nos tempos de 12, 24 e
36 horas de crescimento do micro-organismo.

R04 - o micro-organismo foi cultivado em caldo PD por 36 horas e a adi¢gao do
substrato foi realizada diretamente neste mesmo frasco, em trés aliquotas de 0,5%
(v/v) de (-)-B-pineno diluido em 0,5% (v/v) de etanol absoluto, apos 24, 48 e 72 horas
de reacao.

RO5 - apdés 36 h de crescimento do micro-organismo em caldo PD, foi
realizada centrifugacao das células, e apos transferidas para outro frasco com Meio
Mineral. Nesta reacédo foram realizadas trés adigbes de 0,5% (v/v) de (-)-B-pineno
diluido em 0,5% (v/v) de etanol absoluto, apos 24, 48 e 72 horas de reagao.

Todos os experimentos foram feitos em ftriplicata, conduzidos em paralelo
com o controle, nas mesmas condigdes, sem a presenca de micro-organismos (meio
mineral mais (-)-B-pineno ou PD mais (-)-B-pineno), o pH do meio ficou em torno de
4,5. Foram mantidos em agitador orbital a 28°C e 175 rpm durante 7 dias.

A temperatura dos experimentos foi definida baseada no trabalho realizado
por Tan & Day (1998b), eles relataram a utilizacdo de micélio de Penicillium
digitatum para obter R-(+)-a-terpineol (0,83 mg/mL). A temperatura 6tima relatada é
de 28°C com um pH de 4,5, alcangando a maior concentracdo do produto depois de
48 horas de reacao.

Toniazzo et al. (2005) mostrou que o EtOH teve um efeito positivo na
biotransformacéao, quando aplicado em concentracdo de 1mL/100mL. O substrato foi

adicionado como solugéo em etanol absoluto (1:1 v/v). Em todos os experimentos foi
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usado 1mL/100mL de substrato em 1mL/100mL de EtOH, a 25°C e 150rpm durante
6 dias.

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers fechados com tampa de
vidro para evitar a evaporagdo do produto ou substrato (TONIAZZO et al., 2005;
TONIAZZO et al., 2006).

3.3.5Extracao, identificacdo e quantificacao dos produtos obtidos na

biotransformacgao

3.3.5.1 Extracao

Ao final de cada reagao a biomassa do fungo filamentoso foi removida por
filtracdo. A recuperagdo dos produtos foi realizada através de extragcédo liquido-
liquido com acetato de etila (AcOEt) e seca em sulfato de sodio anidro (TONIAZZO,
2005).

3.3.5.2 Identificagao dos produtos da biotransformagao

Para identificacdo dos produtos da reacdo foram realizadas analises por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (Shimadzu QP5050 A),
usando uma coluna capilar DB-WAX (30 m, 0,25 mm, 0,25 um). A temperatura da
coluna foi programada a 50°C por 3 minutos, aumentando 5°C/minuto a 130°C e
depois 15°C/minuto a 210°C por 5 minutos. Hélio foi usado como gas de arraste e as
temperaturas do injetor e detector foram de 250°C. Foram injetados 0,5 pL no
sistema GC/MS. Este dispositivo operou com uma taxa de fluxo de 1mL/minuto com
um impacto eletrénico de 70eV e no modo split (razdo split 1:3). A identificagdo dos
compostos foi realizada pela comparagao do espectro de massas com aqueles da
biblioteca Wiley e por comparacédo adicional dos tempos de retengdo do GC de
compostos padrdes (TONIAZZO, 2005).



Capitulo 2 — Reviséao Bibliogréfica 52

3.3.5.3 Quantificacao dos produtos da biotransformagao

As anadlises quantitativas foram realizadas em um Cromatédgrafo a Gas (GC
Shimadzu 2010) com injetor automatico e detector de ionizagdo de chama (FID). Foi
usada uma coluna polar capilar (RTx-WaxRestec, 833551, 30 m x 0.25 mm x 0.2
pum) utilizando as mesmas condigdes experimentais descritas no item anterior. Os
componentes foram identificados por injegdo dos padrées externos comparada aos
tempos de retencdo. A quantificacao foi realizada pela curva padrao da combinacao
de interesse, enquanto avaliada a area relativa da combinacdo de interesse e a
curva padrgo. Os padrdes utilizados foram (-)-B-pineno (99%, Fluka) e (+)-a-terpineol
(2 97%, Fluka) (ROTTAVA, 2010).

3.3.6 Avaliacao da producao de a-terpineol

Conforme descrito no item 3.3.3 foi realizado a obtengdo do in6culo. As
células precipitadas foram pesadas conforme definido no DCC (Delineamento
Composto Central) e transferidas a um erlenmeyer contendo 30 mL de meio mineral.

A avaliacdo da produgédo de a-terpineol foi realizada mediante técnica de
planejamento experimental (RODRIGUES & IEMMA, 2009). Uma matriz de
‘Delineamento Composto Central’ (DCC) 2° foi realizada e as variaveis estudadas
estdo representadas na tabela 5. Os resultados foram analisados pelo software
STATISTICA® 8.0. O nivel de significancia de 90% (p < 0,1) foi usado. As demais
condi¢cdes sdo: apods crescimento do inéculo em caldo PD por 36 h, reagao em Meio
Mineral, adi¢ao unica de 1,5% de (-)-B-pineno diluido em 1,5% de etanol absoluto e

175 rpm por 7 dias.

Tabela 5 - Variaveis e niveis avaliados no Delineamento Composto Central (DCC) 2°.

"y =7 - JA
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3.3.7Producao de inéculo utilizando meios de cultivo agroindustriais

Apos reativagao do micro-organismo, uma al¢cada da cepa foi inoculada em
tubos de centrifuga contendo 20 mL de meio de cultivo conforme apresentado na
Tabela 6 e incubados aerobicamente em agitador orbital (120 rpm) a 28°C por um
periodo de 36 horas. Apdés as 36 horas de crescimento do micro-organismo, o
mesmo procedimento para obtencao do indculo descrito acima foi realizado.

Foram transferidas a um erlenmeyer contendo 30 mL de meio mineral, 5
gramas de células precipitadas, com adigdo unica de 1,5% de (-)-B-pineno diluido
em 1,5% de etanol absoluto, 36°C e 175 rpm por 7 dias para realizagdo da reagao
de biotransformacdo, condigdes definidas no experimento 6 maximizado do

planejamento experimental.

Tabela 6 - Composigdo do meio de cultivo para o micro-organismo 04.05.08.

Meio de Cultivo

3.3.8 Caracterizacao dos meios de cultivo agroindustriais

Para caracterizar os meios de cultivo agroindustriais brutos (AMM e APA) e
glicerol efetuaram-se as seguintes analises fisico-quimicas:

a) Minerais totais (cinzas) determinados por incineracdo em mufla (Novus) a
550 °C de acordo com procedimentos descritos por IAL (1985);

b) Macronutrientes (Mg, Ca, Na, P) e micronutrientes (Mn, Fe, Zn, Cu.)
foram determinados por espectrometriagl absorcao atbmica em chama — FAAS
(VarianSpectra AA-55), segundo metodologia descrita por AOAC (1995). Foram

utilizadas lampadas de catodo oco de C?Ag, K, P, Na, Mn, Zn, Fe, e Cu, como
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fonte de radiacdo. Os elementos foram medidos em condicbes de operagao
otimizadas por FAAS em chama ar/ acetileno ou 6xido nitroso/acetileno. As leituras
de Ca, Mg, K, Na, Cu, Mn, Zn e Fe foram realizados no FAAS, no modo absorgao.
Para eliminar possiveis interferéncias na determinacdo de Ca e Mg, foi adicionado
cloreto de lantanio (Merck) nas amostras e nas solugdes padrbes na proporgéo de
1 % (m/v). Os calculos dos teores dos minerais nas amostras foram baseados em
uma curva de calibragcido obtida com as solug¢des padrodes.

c) O nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995);

d) O teor de Carbono Organico Total (COT) foi determinado pelo método da
oxidacdo por combustdo catalitica a 680°C e detecgcao por infravermelho, em
equipamento Shimadzu modelo TOC-VCSH. As amostras foram diluidas 100 vezes
em agua ultrapura (Sistema Mili-Q®, Millipore), antes da leitura no equipamento.

e) Densidade otica (DO) foi avaliada em espectrofotometro (Agilent 8553) a
448 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curva de crescimento do micro-organismo 04.05.08

Os fungos sdo de crescimento rapido e baixo custo de cultivo, o que
possibilita uma analise do seu potencial biotecnoldgico de forma mais rapida, sendo
que varios métodos tem sido descrito para aperfeicoar os meios de cultivo utilizados
para este fim (BOCHINI et al., 2000).

O crescimento é definido como o aumento do numero, ou da massa
microbiana. A taxa de crescimento € a variagcdo no numero ou massa por unidade
de tempo. O tempo de geragédo € o intervalo de tempo necessario para que uma
célula se duplique. O tempo de geracao é variavel para os diferentes organismos,
podendo ser de 10 a 20 minutos ou até dias, este tempo de geragcdo nao
corresponde a um parametro absoluto, uma vez que é dependente de fatores
genéticos e nutricionais, indicando o estado fisioldgico da cultura.

Neste estudo foi tragada uma curva de crescimento para determinar o perfil
do crescimento do micro-organismo utilizado, para posteriormente definir o inicio do

processo de biotransformagéo, como pode ser visualizada na Figura 17.
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Figura 17 — Curva de crescimento do Aspergillus sp. codificado como 04.05.08.
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Observa-se que o final da fase exponencial aconteceu apds 36 horas de
crescimento do micro-organismo, tempo este que sera utilizado para inicio das

reacgoes de biotransformacao, apds preparo do indculo.

4.2 Reacgoes de biotransformagao

A Tabela 7 apresenta as concentragdes do produto a-terpineol (mg/L) obtidas

nas reagdes de transformacao de (-)-B-pineno pelo fungo filamentoso 04.05.08.

Tabela 7 - Resultados da biotransformacéo de (-)-B-pineno pelo fungo filamentoso 04.05.08 (o-
terpeniol).

Quantidad
a-terpineol Meio de Meio Forma de e de
Reacao (mp;L) cresciment Reacional adicao substrato
9 o substrato adicionado
(%)
RO1 2189’§§ * Caldo PD Caldo PD Unica 15
1670,30 + Meio -
R02 836 Caldo PD Mineral Unica 1,5
RO3 1517 ’;g * Caldo PD Caldo PD Sequlenc'a 3%05
R04 626? 'gg * Caldo PD Caldo PD Sequle”c'a 3x05
944,74 + Meio Sequencia
RO5 222 Caldo PD Mineral I 3x0,5

O o-terpineol € um importante produto comercial. Pequenas quantidades do
terpendide sdo encontradas em muitos 6leos essenciais (por exemplo, em coniferas
e Oleos de lavanda); enquanto (-, y- e o&-terpineol ndo ocorrem largamente na
natureza. S-(-)-a-terpineol ocorre na espécie Pinus palustris Mill., apresentando-se
em concentracdo menor de 60% em seu 6leo essencial. (S)-(-)-a-terpineol possui
um odor caracteristicamente conifero enquanto R-(+)-a-terpineol tem aroma floral
intenso, com ponto inicial de odor (threshold) de 350 ppb. Apesar do a-terpineol
ocorrer em muitos 6leos essenciais, apenas pequenas quantidades sao isoladas, por
exemplo, por destilagdo fracionada de 6leos de pinho. Tem aplicagdes importantes,
como estabilizante, sendo utilizado em sabonetes e cosméticos. Esta presente nos
Oleos essenciais de laranja (grapefruit), bergamota e lima em concentragdes
variaveis (BAUER et al., 2001; ROTTAVA, 2010). E usado como perfume, repelente
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de insetos, antifungico, desinfetante e agente para flotagdo de metais (TAN & DAY,
1998A; MAROSTICA JR. & PASTORE, 2007).

Também é um interessante produto final da bioconversao de limoneno. O a-
terpineol € o alcool terpénico monociclico comercialmente mais importante.

A biotransformacao de B-pineno para a-terpineol foi escassamente descrita na
literatura. Van Dyk et al. (1998) usando Hormonema sp., obtiveram pinocanfona de
(-)-B-pineno. Yoo e Day (2002) e Yoo et al. (2001), usando Pseudomonas sp.,
obtiveram limoneno, p-cimeno, a-terpinoleno, canfora, terpinen-4-ol, a-terpineol,
endo-borneol, e p-cimeno-8-ol. Aspergillus niger ATCC 9642 (TONIAZZO et al.,
2005) também foi usado como catalisador para esta biotransformacgao, e o composto
obtido foi a-terpineol com baixa conversao (até 4 %).

Esse processo tem sido descrito utilizando-se uma grande variedade de
micro-organismos como catalisadores. O primeiro relato da obtengdo de R-(+)-a-
terpineol por meio da biotransformacgao de R-(+)-limoneno foi realizado em 1969. A
transformacao foi catalisada por uma linhagem de Cladosporium sp. (KRAIDMAN et.
al.,, 1969). Desde 1985, varios autores tém relatado o relevante potencial de
linhagens de Penicillium sp. ao converter R-(+)-limoneno em R-(+)-a-terpineol
(ABRAHAM et al., 1985; TAN et al., 1998; TAN & DAY, 1998a; TAN & DAY, 1998b;
DEMYTTENAERE et al., 2001; KOURKOUTAS et al., 2004).

Rottava (2010) mostrou que a partir dos 110 fungos filamentosos pré-
selecionados em seu trabalho, seis biotransformaram o substrato -pineno para a-
terpineol. Acredita-se que este fato pode ser explicado pela grande diversidade de
processos metabdlicos e enzimas envolvidas no crescimento da célula, fazendo os
micro-organismos capazes de degradar uma variedade de moléculas orgéanicas
complexas (DE CONTI et al., 2001). Os resultados obtidos ao usar (-)-B-pineno
como substrato e Aspergillus sp. (04.05.08), foi a mais alta producao de a-terpineol
que foi obtida apés 7 dias de reacdo. A esta condicdo experimental, uma
concentragao de produto de 726 e 707 mg/L, para células induzidas e ndo-induzidas,
respectivamente, foi observado. Neste estudo foi verificado que, a indugao de célula
parece nao favorecer a formacgao de produto.

A maior produgao obtida foi na reagdo R02 com 1670,30 mg/L, sendo que

nesta condicdo, apds 36 horas de crescimento das células em caldo PD, houve
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centrifugacéo das células e transferéncia para meio mineral para a realizagdo da

reacao, e ainda, adi¢ao unica de substrato.

A literatura mostra que um problema comum em biotransformacao de
monoterpenos é a toxicidade destas combinagdes para os micro-organismos
(DEMYTTENAERE et al., 2001; TAN et al., 1998). Rottava (2005) realizou a adigao
do substrato antes do crescimento microbiano, este apresentou um efeito prejudicial
para o micélio de A. Niger ATCC 16404, confirmando a toxicidade dos
monoterpenos para os microrganismos. A adicdo do substrato apds a fase de
crescimento exponencial, como no experimento R02 teve um efeito positivo na

produgao de -(+)-a-terpineol, mostrando que ndo houve efeito da toxicidade.

Na reacdo RO5 houve a segunda maior transformacdo de (-)-B-pineno a o-
terpineol com 944,74 mg/L, nesta reagao, apos 36 horas de crescimento as células
foram transferidas para meio mineral e realizadas trés adi¢des sequenciais de 0,5 %

(v/v) de (-)-B-pineno diluido em 0,5% (v/v) de etanol absoluto.

A adicdo sequencial do substrato, estudado por Toniazzo (2005) apresenta
resultado positivo sobre a biotransformagao de (-)B-pineno a a-terpineol com A.
niger ATCC 9642, obtiveram mais alta produg¢ao adicionando o substrato em cinco

passos sem indugao de célula e usando etanol como co-solvente.

Pode-se observar um outro produto obtido nas reacgdes realizadas, este
produto ja foi relatado anteriormente (LINDEMARK-HENRIKMAN et. al., 2004),
houve a producdo do mirtenol, produto da oxidagdo de pinenos, que preserva a

estrutura biciclica.

Na Tabela 8 observa-se que outro produto obtido na biotransformacédo do
substrato (-)-B-pineno pelo micro-organismo codificado como 04.05.08 foi o mirtenol.
As maiores conversdes para o produto mirtenol foram na condigdo da reacao R04,
48,45%. Nas reagbes R03, R04 e R0O5 o substrato foi adicionado de forma
sequencial, ou seja, trés adigbes de 0,5% (v/v) de (-)-B-pineno diluido em 0,5% (v/v)
de etanol absoluto, com um total de 1,5% (v/v) de (-)-B-pineno diluido e 1,5% (v/v) de
etanol absoluto e foram alcancadas as maiores conversdes de (-)-B-pineno a

mirtenol.
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Tabela 8 - Resultados da biotransformacgao de (-)-B-pineno pelo fungo filamentoso 04.05.08

(Mirtenol).
Quantidad
. Meio de . Forma de e de
- Mirtenol . Meio . o~
Reacao %)* cresciment Reacional adigao substrato
(%o o substrato adicionado
(%)
RO1 4. 35 Caldo PD Caldo PD Unica 1,5
R02 4,46 Caldo PD M'\i’:]‘i"r)al Unica 1,5
RO3 38,57 Caldo PD Caldo PD Sequle”c'a 3x0,5
RO04 48.45 Caldo PD Caldo PD Sequle”"'a 3x05
RO5 36,08 Caldo PD Meio Sequencia 3x0,5
Mineral |

(*) A conversao foi obtida em relagao as areas dos picos normalizados, pela falta de padrao.

A biotransformagao de B-pineno foi realizada por basidiomicetos, conforme
relatado por Busmann e Berger (1994), produzindo como produto minoritario o
mirtenol. Mais recentemente, Lindmark-Henriksson (2003) relatou algumas rotas
metabdlicas para sua biotransformacdo, onde obteve também o mirtenol como
produto. Na literatura ndo existe estudos especificos para a producdo deste
composto, ndo dando condi¢gdes de comparacdo dos experimentos realizados.

Nas reacoes R03, R04 e RO5 realizadas neste trabalho foram obtidas as
maiores conversdes do produto mirtenol, o substrato foi adicionado de forma
sequencial. Entretanto, nas reagbes R01 e R02, as conversbes para o produto
mirtenol foram comparativamente baixas, sendo que o substrato teve uma unica

adicao.

4.3 Maximizagcao da producao de a-terpineol

Na Tabela 9 é apresentada a matriz do DCCR 2° e respectivas respostas em termos
de producgao de a-terpineol usando (-)-B-pineno como substrato. Foram avaliados os
efeitos das variaveis temperatura, pH e massa de inéculo. Nestes experimentos
foram mantidas constantes a concentragdo de substrato (1,5%), a razdo entre

substrato e volume de etanol (1:1), a agitagcdo (175 rpm) e o tempo de reacéo (7
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dias), foram mantidas as condi¢des do experimento R02, como melhor condi¢do de
producao de a-terpineol. Pode-se observar na tabela que, usando Aspergillus sp.
04.05.08, concentragdo de cerca de 1600 mg/L de a-terpineol foi alcangada no
experimento 6 do planejamento experimental correspondendo a uma temperatura de

36°C, massa de in6culo de 5g e pH do meio reacional de 4,5.

Tabela 9 - Matriz experimental do DCC 23 (valores reais e codificados) para produg¢do de a-
terpineol usando (-)-B-pineno como substrato.

Experimento  Temperatura (°C) pH Inéculo (g) a-terpineol (mg/L)
1 20 (1) 45 (1) T 358,60
2 36 (+1) 45 (-1) 1(-1) 1220,81
3 20 (-1) 7.5 (+1) 1(-1) 161,88
4 36 (+1) 7.5 (+1) 1(-1) 427,08
5 20 (1) 45 (-1) 5 (+1) 410,00
6 36 (+1) 45 (-1) 5 (+1) 1582,70
7 20 (-1) 7.5 (+1) 5 (+1) 339,50
8 36 (+1) 7.5 (+1) 5 (+1) 421,46
9 28 (0) 6,0 (0) 3(0) 157 46
10 28 (0) 6.0 (0) 3 (0) 112,31
11 28 (0) 6,0 (0) 3 (0) 147,56

Rottava et al., (2011), mostraram que a estratégia adotada para o projeto
experimental provou ser util na avaliagdo dos efeitos das variaveis estudadas sobre
a conversao do produto. Conversao de cerca de 770 mg / L foi obtida quando (-)-B-
pineno foi usado como substrato e as linhagens codificadas como 04.05.08 e
01.04.03 como micro-organismos no ponto central do delineamento experimental,
correspondendo a uma concentracdo de substrato de 1,75%, em massa de indculo
de 2 g e substrato a relagéo de volume de etanol de 1:1.

Os efeitos referentes a temperatura, pH e massa do in6culo na produgao de a-
terpineol utilizando como substrato (-)-B-pineno sdo apresentados na Figura 18. O
diagrama de Pareto apresenta o efeito de cada variavel independente na produgao
de a-terpineol, em um nivel de confianca de 90%.

De acordo com a Figura 18, podemos observar que a temperatura apresentou
efeito significativamente positivo e o pH efeito significativamente negativo (p<0,1) na
producdo de a-terpineol com (-)-B-pineno nas reagdes de biotransformagdo com

fungo filamentoso Aspergillus sp. 04.05.08.
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Figura 18 - Gréafico de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) das variaveis testadas no DCC 2° para
a producéao de a-terpineol

Visando avaliar o efeito da temperatura na biotransformagédo do (-)-B-pineno,
foram feitos novos experimentos, onde a massa do inéculo foi mantida no nivel
superior da matriz de planejamento experimental e o pH no nivel inferior, pois os
efeitos de ambas as variaveis nédo foram estatisticamente significativos e aumentou-
se a temperatura de incubacgao. Os resultados sdo apresentados na Tabela 10.

Dentro da faixa avaliada, a temperatura de 36°C conduziu a maior conversao a

a-terpineol.

Tabela 10 - Avaliagdo da temperatura para produgéo de a-terpineol usando (-)-B-pineno e o micro-
organismo 04.05.08.

*Média e desvio padrdo das triplicatas. Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Experiment
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Na Tabela 11 é apresentado um estudo com diferentes pH, uma vez que este
também mostrou-se significativo (Figura 18). As demais variaveis também foram

mantidas constantes, como no experimento anterior.

Tabela 11 - Avaliagdo do pH para produgéo de a-terpineol usando (-)-B-pineno e o micro-organismo
04.05.08.

Experimento Temperatura (°C)  pH Inéculo (g) fa-terpineol (mg/L)
1 36 7,5 5 421,63+ 115,23
2 36 4.5 5 1582,70% £ 4,52
36 3,5 5 1577,03% £ 147,21

Os resultados confirmam o efeito negativo do aumento do pH na bioconversao
de (-)-B-pineno a a-terpineol, entretanto, a redugao do pH para 3,5 néo resultou em

aumento da bioconversio, considerando-se o pH de 4,5 como maximizado.

4.4 Avaliagcado da producao de a-terpineol utilizando meios de cultivo

agroindustriais para produc¢ao do inéculo

As condicdes das reacdes de biotransformacao para a avaliacdo da producéao
de a-terpineol utilizando meios de cultivo agroindustriais agua de maceracao de
milho (AMM), agua de parboilizagdo de arroz (APA) e glicerol, para a produgéao do
in6culo, foram determinadas no planejamento experimental completo 23
(experimento 6), sendo a melhor produgao de 1582,70 mg/L.

As Tabelas 12 e 13 apresentam os resultados da caracterizagdo dos meios de
cultivo utilizados nesta etapa da pesquisa.

De acordo com a analise da composi¢cao dos meios de cultivo, 0s mesmos
apresentam diferengas consideraveis quanto aos teores de carbono organico total e
nitrogénio total, sendo que o glicerol apresentou maior concentragéo de carbono e a

AMM de nitrogénio.
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Tabela 12 - Resultados de densidade ética (D.O), carbono organico total (TOC) e nitrogénio total (N)
dos meios de cultivo agroindustriais sem pré-tratamento (RIBEIRO, 2011).

Substratos
i . D.O Carbono (mg/L) N: (mg/L)
agroindustriais
AMM 0,238 + 0,00015 21648,20 + 115,00 4371,29 + 42,79
APA 0,125 £ 0,0002 743,2 + 68,50 124,85 £ 0,919
Glicerol 0,0087 + 0,00015 434669,0 + 500,00 261,41 £ 21,98

Os resultados dos minerais (micro e macro nutrientes) dos meios de cultivo

encontram-se descritos na Tabela 13.

Tabela 13 - Componentes minerais dos meios de cultivo agroindustriais sem pré-tratamento
(RIBEIRO, 2011).

Meios de cultivo agroindustriais

Minerais

AMM Glicerol APA
Al (mg/L) 2770,50 + 142,95 0,00 £ 0,00 1345,23 + 31,37
Ca (mg/L) 316,52 + 45,44 255,74 £ 8,74 452,38 + 8,71
Cu (mgl/L) 1,52 + 0,162 0,864 + 0,006 1,13 £ 0,057
Mg (mg/L) 739,18 £ 3,02 33,38 £ 0,91 211,83 + 4,86
Mn (mg/L) 5,73 +0,02 0,733 + 0,007 40,01 £ 0,84
Zn (mg/L) 20,39 +0,14 6,76 £ 0,23 12,58 + 0,239
Na (mg/L) 2849,10 £ 40,43 210,14 £ 5,72 372,81+ 11,32
Fe (mg/L) 13,96 + 0,27 2,3+0,05 8,28 + 0,208

Na Tabela 14 é apresentada a avaliagdo da producao de a-terpineol usando
(-)-B-pineno e o micro-organismo 04.05.08, com utilizagdo de AMM (agua de
maceracgao de milho) e glicerol para cultivo do inéculo.

Maréstica Jr. et al. (2007) estudaram a biotransformagédo de O6leo de
turpentina, contendo aproximadamente 16% de B-pineno. Foram isoladas mais de
40 cepas de fungos e selecionadas para biotransformagdo de substratos de
residuos. A concentragao de a-terpineol apds 72 horas da primeira adi¢ao de 6leo
de turpentina foi de 12,9, e 6,9mg/L, produzido por Penicillium sp. 2319 e Penicillium

sp. 2327, respectivamente.

Tabela 14 - Avaliagcdo da producéo de a-terpineol usando (-)-B-pineno e o micro-organismo

04.05.08, com utilizacdo de AMM e glicerol para cultivo do in6culo.
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*Média e desvio padrao das triplicatas. Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Na Tabela 15 é apresentada a avaliagdo da producao de a-terpineol usando

(-)-B-pineno e o mi rg 4) om izogaQuudc A (agm de
parbolizacéo de arro c | u ocul

Tabela 15 - Avaliagdo da producao de a-terpineol usando (-)-B-pineno e o micro-organismo 04.05.08,
com utilizagdo de APA e glicerol para cultivo do inéculo.

*Média e desvio padrdo das triplicatas. Médias c® as @ Entes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Na Tabela 14 observa-se que, utilizando 40g/L de AMM e 40g/L de glicerol
para produgao do inéc S acq e a-tegineg ires asWbtidas
utilizando meio sintéti p a0 ulo, Jlrtal sejutilizad@como

alternativa de aproveitamento

e residuos agroindus\giaigm J3 resultadosg¥sando
APA apresentaram concentragdes baixa rados aos usando AMM,
conforme apresentado na Tabela 15.

Maréstica Jr e Pastore (2007) investigaram os micro-organismos Penicillium sp.
2025, Aspergillus sp. 2038, e Fusarium oxysporum 152B para a biotransformagao de
R-(+)-limoneno usando dois residuos agroindustriais (agua residual do

processamento da farinha de mandioca e 6leo essencial de laranja). O melhor

40
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rendimento de R-(+)-a-terpineol foi alcangado quando as cepas foram crescidas em
meio de residuo da agua do processamento de farinha mandioca e o micélio
transferido entdo para outro frasco que continha meio mineral e 6leo essencial de
laranja como fonte de carbono e de energia exclusiva. Uma das cepas testadas, F.
oxysporum 152B, converteu R-(+)-limoneno para R-(+)-a-terpineol, rendendo quase

450 mg/L depois de 3 dias de reagéo.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

Neste trabalho foi estudada a utilizagdo de Meio Mineral e caldo PD para
reagdes de biotransformacao de [-pineno com o fungo filamentoso, Asperqgillus sp.
04.05.08. Foram empregadas cinco condigdes experimentais diferentes para a
adicdo do substrato e o meio reacional utilizado, sendo estas identificadas por R01,
R02, R03, R04, RO5.

A maior concentracdo do produto a-terpineol foi obtida na reagdo R02 com
1670mg/L, sendo a condigdo de apds 36 horas de crescimento do micro-organismo
em caldo PD, foi realizada a centrifugacdo das células, e apds estas transferidas
para outro frasco com meio mineral e realizada adigao unica de 1,5% (v/v) de (-)-B-
pineno diluido em 1,5% (v/v) de etanol absoluto, este resultado foi seguido pela
obtida na reagdo R05, 944mg/L, sendo que apds 36 horas de crescimento do micro-
organismo em caldo PD, foi realizada centrifugagao das células, e apds transferidas
para outro frasco com meio mineral. Nesta reacao foram realizadas trés adigcdes de
0,5% (v/v) de (-)-B-pineno diluido em 0,5% (v/v) de etanol absoluto, apos 24, 48 e 72
horas de reacdo. Ambas as reagdes foram realizadas em meio mineral, apds
crescimento das células (04.05.08) em caldo PD.

Foram avaliados os efeitos das variaveis temperatura, pH € massa de inéculo.
Nestes experimentos foram mantidas constantes a concentragdo de substrato
(1,5%), a razdo entre substrato e volume de etanol (1:1), a agitagdo (175rpm) e o
tempo de reagao (7 dias). Pode-se observar que usando Aspergillus sp. 04.05.08 foi
alcangcada uma concentracao de cerca de 1600 mg/L de a-terpineol no experimento
6 do planejamento experimental correspondendo a uma temperatura de 36°C,
massa de indculo de 5g e pH do meio reacional de 4,5. A temperatura apresentou
efeito significativamente positivo e o pH efeito significativamente negativo (p<0,1) na
producado de a-terpineol com (-)-B-pineno nas reagdes de biotransformagcdo com
fungo filamentoso Aspergillus sp. 04.05.08.

No estudo com diferentes temperaturas e demais variaveis constantes, dentro

da faixa avaliada, a temperatura de 36°C conduziu a maior conversao a a-terpineol.
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No estudo com diferentes pH e demais variaveis constantes, dentro da faixa
avaliada, o pH 4,5 e 3,5 produziram concentragdes estatisticamente iguais de a-
terpineol. Ja com o pH 7,5 houve um decréscimo na produgao, provavelmente por
este ndo ser uma faixa de pH ideal para o crescimento de fungos filamentosos.

Foi realizada uma avaliacdo da producédo de a-terpineol utilizando meios de
cultivo agroindustriais agua de maceracao de milho (AMM), agua de parboilizagao
de arroz (APA) e glicerol para a produg¢ao do indculo e os resultados foram:

- De acordo com a analise da composi¢cdo dos meios de cultivo, 0s mesmos
apresentam diferengas consideraveis quanto aos teores de carbono orgénico total e
nitrogénio total, sendo que o glicerol apresentou 434669,0+500,00 mg/L, maior
concentracdo de carbono e a AMM apresentou 4371,29+42,79 mg/L maior
concentrac&o de nitrogénio.

- Observou-se que o agua de maceragao de milho apresenta concentragdes
consideraveis de aluminio (2770 mg/L), calcio (316 mg/L), magnésio (739 mg/L),
zinco (20 mg/L) e sodio (2849 mg/L); a agua de parbolizacdo de arroz apresenta
concentragdes consideraveis de aluminio (1345 mg/L), calcio (452 mg/L), manganés
(40 mg/L) e sodio (372mg/L). Para o glicerol foram observados valores
consideraveis de calcio (255 mg/L), sodio (210 mg/L) e magnésio (33 mg/L).

- Também observou-se que, utilizando 40g/L de AMM e 40g/L de glicerol para
producdo do indculo, as concentracbes de a-terpineol sdo similares as obtidas
utilizando meio sintético para produgao do inéculo, a producao foi de 1502,35 +
126,56 mg/L, portanto pode ser utilizado como alternativa de aproveitamento de
residuos agroindustriais. Ja os resultados usando APA apresentaram concentragcdes

baixas como 508,88+30,74 mg/L, ndo apresentando-se como alternativa.
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5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

» Conhecer mais sobre o fungo filamentoso utilizado no processo de
biotransformacéo, realizando identificacdo taxonémica,;

o Utilizar diferentes concentragcdes de potassio (K) no meio como
nutriente e verificar se ocorre maior ativagao enzimatica em todas as fases;

e Estudar a rota da biossintese do B-pineno a a-terpeniol utilizando o
fungo filamentoso Aspergillus sp. 04.05.08;

o Utilizar a batelada alimentada como forma de prover o substrato ao
meio de cultivo em concentragdes baixas, reduzindo o efeito da toxicidade e
permitindo a aclimatagdo do micro-organismo;

e Submeter as células imobilizadas a altas pressbes para verificar o
comportamento do micro-organismo e realizar reagdes com este imobilizado, em
meio supercritico;

 Estudar outros micro-organismos capazes de efetuar a
biotransformacado desejada utilizando como meio de cultivo o residuo agro-
industrial (AMM);

» Estudar outros meios de cultivo denominados como residuo agro-
industrial, buscando alternativas baratas para a biotransformacao;

* Buscar novos substratos para a realizacdo das bioconversbées em
residuos agroindustriais como, por exemplo, o 6leo de terebentina que apresenta

uma grande quantidade de B-pineno em sua composigao.
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